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Železo je esencialni element in  pomembna sestavina vsakega živega organizma. Ob 
pomanjkanju železa pri ljudeh lahko pride do pojava pogoste hematološke bolezni, anemije 
zaradi pomanjkanja železa. V državah tretjega sveta je vzrok za to anemijo običajno 
podhranjenost, medtem ko so v razvitih državah vzroki ponavadi prekomerna izguba krvi, 
posledica malabsorpcije in kroničnih bolezni. Zdravljenje anemije zaradi pomanjkanja 
železa je cenovno ugodno in preprosto z uporabo peroralnih pripravkov Fe2+ soli. Tovrstno 
zdravljenje pa ima lahko neželene učinke na gastrointestinalni trakt, prav tako pa se nekateri 
bolniki ne odzivajo na zdravljenje s peroralnimi pripravki. Tako je prišlo do razvoja 
parenteralnih železovih pripravkov, ki bi omogočali hitro, učinkovito in varno nadomestitev 
pomanjkanja železa.  
Namen naše magistrske naloge je bila primerjava stabilnosti parenteralnih železovih 
pripravkov druge in tretje generacije, ki so dostopni na trgu, ter in vitro ovrednotenje njihove 
varnosti. V študiji smo uporabili šest različnih formulacij parenteralnih železovih 
pripravkov. Železov glukonat, železov saharat in železov dekstran z nizko molekulsko maso 
(en intravenski in en intramuskularni pripravek) spadajo v drugo generacijo parenteralnih 
železovih pripravkov. Železova karboksimaltoza, ferumoksitol in železov (III) izomaltozid 
1000 spadajo v tretjo generacijo parenteralnih železovih pripravkov. V študiji smo 
ovrednotili stabilnost in hitrost razgradnje železovih pripravkov pri različnih temperaturnih 
in časovnih pogojih s pomočjo reducenta in s kislinsko hidrolizo. Prav tako smo določili 
nivo labilnega železa pripravkov v serumu in ocenili obseg privzema železovih kompleksov 
iz različnih pripravkov v celice retikuloendotelnega sistema s študijo fagocitoze 
monocitov/makrofagov. S kombinacijo metod smo poskušali ponazoriti obnašanje železovih 
pripravkov po aplikaciji in oceniti, ali je predpisan način njihovega doziranja učinkovit ter 
varen.   
Ugotovili smo, da izbira ogljikovega hidrata v posameznem železovem kompleksu vpliva 
na stabilnost formulacije zdravila, količino labilnega železa in s tem povezano toksičnostjo. 
Na relativno stabilnost železovega kompleksa pa vplivata tudi njegova velikost in 
molekulska masa. Pripravki druge generacije so po velikosti in molekulski masi med 
manjšimi na trgu. Rezultati so pokazali nižjo relativno stabilnost kompleksov (nizka 
termostabilnost pripravkov, najhitrejši profili sproščanja), največ labilnega železa, največjo 
stopnjo hidrolize v kislini ter manjši obseg fagocitoze pri pripravkih druge generacije. Med 
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železovimi pripravki druge generacije je železov dekstran z nizko molekulsko maso povezan 
z večjo relativno stabilnostjo. Po velikosti in molekulski masi nato železovemu dekstranu z 
nizko molekulsko maso sledijo pripravki tretje generacije. Ti kažejo visoko relativno 
stabilnost (večja termostabilnost pripravkov, počasnejši profili sproščanja), manjšo stopnjo 
hidrolize v kislini in najmanjši odsotek labilnega železa. Poleg tega smo ugotovili, da je v 
največji meri fagocitiran ferumoksitol, ki ima največjo molekulsko maso. Če povzamemo bi 
lahko razvrstili železove pripravke glede na njihovo relativno stabilnost formulacije sledeče: 
železov glukonat < železov saharat << železov dekstran z nizko molekulsko maso ≈ železova 
karboksimaltoza ≈ železov (III) izomaltozid ≈ ferumoksitol.  
Iz rezultatov lahko sklepamo, da pridobljeni in vitro  podatki o železovih pripravkih druge 
in tretje generacije potrjujejo rezulate kilničnih študij, ki so dokazale, da so izdelki klinično 
varni. Iz pridobljenih rezultatov je razvidno, da je upoštevanje lastnosti pripravkov zelo 
pomembno pri odločitvah tekom terapije v kliniki. Železovi pripravki druge generacije so 
primerni za dlje trajajočo aplikacijo zdravila (med 30 in 60 minut) in v nižjih enkratnih 
odmerkih. Posledično so bolj primerni za bolnike, ki večkrat obiščejo zdravstvene ustanove. 
Zdravstveni sistem pa si prizadeva, da zraven varnosti in zadovoljstva pacientov upoštevamo 
tudi stroškovno učinkovitost storitev. S tem namenom v ospredje prihajajo parenteralni 
železovi pripravki tretje generacije, saj so primerni za klinično varno, hitro in enkratno 





Iron is an essential element and an important component of every living organism. When 
people suffer from iron deficiency, a common haematological problem can occur - iron 
deficiency anemia (IDA). 
In third world countries, IDA is frequently linked to malnutrition, in developed countries the 
most common causes are excessive blood loss, malabsorption and chronic diseases. The 
treatment of iron deficiency anemia is oral iron replacement therapy, which is affordable and 
simple. However, this type of treatment can be limited by gastrointestinal side effects and 
some patients do not respond to treatment. Therefore, parenteral iron preparations have been 
developed enabling rapid, effective and safe iron substitution.  
During our master´s thesis we have compared the stability of second and third generation 
intravenous iron preparations that are available on the market, and evaluated their safety in 
vitro. Six different types of parenteral iron formulations have been used in the study. Iron 
gluconate, iron sucrose and low molecular weight iron dextran belong to the second 
generation of parenteral iron preparations. Iron carboxymaltose, ferumoxytol and iron (III) 
isomaltoside 1000 belong to the third generation of parenteral iron preparations. During the 
study, the stability and degradation rate of iron preparations were analyzed using a reducing 
agent buffer and acid hydrolysis. We have determined the relative labile iron release in the 
serum. Furthermore, we have assessed the uptake of iron complexes into mouse 
monocytes/macrophages. By using a combination of methods, we have tried to illustrate the 
behavior of iron preparations after their administration. We have also tried to assess whether 
the prescribed dosing technique is effective and safe.  
We found that the choice of carbohydrate ligand in an individual iron complex affects the 
formulation´s stability, the amount of labile iron and consequently, its toxicity. The relative 
stability of the iron complex is also affected by the size and molecular weight of the iron 
complex. Second generation preparations are among the smallest on the market in terms of 
their size and molecular weight. Our study results coincide with their physicochemical 
properties – they have lower relative stability of complexes (low thermal stability, fast 
release profiles), the highest amounts of labile iron, the highest degree of hydrolysis in acid 
and they show low to moderate uptake into the monocytes/macrophages. Among the iron 
preparations of the second generation, the iron dextran with low molecular weight is 
associated with greater relative stability. In terms of size and molecular weight, the iron 
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dextran with low molecular weight is followed by third generation preparations. During the 
study we have come to the conclusions that indicate their high relative stability (higher 
thermal stability, slow release profiles), low amounts of labile iron and low degree of 
hydrolysis in acid. Moreover, ferumoxytol, which has the highest molecular weight, is 
readily uptaken into monocytes/macrophages. In summary, iron preparations could be 
classified according to their relative stability of formulation as follows: iron gluconate < iron 
sucrose << low molecular wieght iron dextran ≈ iron carboxymaltose ≈ iron isomaltoside 
1000 ≈ ferumoxytol.  
From the results, we can conclude that the obtained in vitro data on iron preparations of the 
second and third generation confrim the results of clinical studies, that have proven that the 
products are clinically safe. The obtained results show that taking into acocount the 
properties of the preparations is very important, when making decisions during therapy. 
Second generation iron preparations are suitable for longer administration times (between 
30 and 60 minutes) in lower single doses, and are therefore more suitable for patients who 
often visit medical institutions. However, in addition to patient safety and satisfaction, the 
healthcare system also strives to make these services cost-effective. Consequently, third 
generation parenteral iron preparations are coming to the fore as they are clinically safe, fast 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
  
ASK1 ASK1 kinaza (ang. apoptosis signal-regulating kinase) 
ATP adenozintrifosfat 
AUC površina pod plazemsko koncentracijsko krivuljo (ang. area under 
plasma concentration time curve) 
BMP proteini BMP (ang. bone morphogenic proteins) 
DMT-1 prenašalec DMT-1 (ang. divalent metal transporter 1) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
EMA Evropska agencija za zdravila (ang. European Medicine Agency) 
FDA Ameriška agencija za živila in zdravila (ang. Food and drug 
administration agency) 
Fe železo 
FeCM železova karboksimaltoza 
FeG železov glukonat 
FeIM železov (III) izomaltozid 1000 
FePSC ferumoksitol 
FeS železova saharoza 
Fe-NbCD kompleksna zdravila, ki niso biološkega izvora in vsebujejo železo 
(ang. iron containing non-biological complex drugs) 
FPN feroportin 




HCl klorovodikova kislina 
HCP-1 transporter HCP-1 (ang. heme carrier protein 1) 
HFE protein HFE (ang. human homeosatic iron regulator protein) 
HH hereditarna hemokromatoza 
HJV hemojuvelin  
HMWD dekstran z veliko molekulsko maso (ang. high molecular weight 
dextrans) 
H. Pylori Helicobacter pylori 
IDA anemija zaradi pomanjkanja železa (ang. iron deficiency anemia) 
IRE specifična zaporedja za železo (ang. iron responsive element) 
IRIDA refraktarna anemija zaradi pomanjkanja železa (ang. iron refractory 
iron deficiency anemia) 
IRP železo-regulatorni protein (ang. iron responsive protein) 
LFeD železov dekstran z nizko molekulsko maso  
LIP razpoložljiva količina prostega železa (ang. labile iron pool) 
Mili-Q voda prečiščena voda 
MP2 matriptaza-2 
mRNA informacijska ribonukleinska kislina (ang. messenger ribonucleic 
acid) 
NaCl natrijev klorid 
NRAMP-1 prenašalec NRAMP-1 (ang. natural resistance-associated 
macrophage protein 1) 
NTBI železo, ki ni vezano na transferin (ang. non-transferin bound iron) 
ORS osnovna raztopina standarda 
PBS fosfatni pufer s soljo (ang. phosphate buffered saline) 
PKHE povprečna koncentracija hemoglobina v eritrocitu 




ppm število delcev na milijon (ang. parts per million) 
PVE povprečni volumen eritrocita 
ROS reaktivne kisikove spojine (ang. reactive oxygen species) 
SD standardni odklon 
SEM napaka aritmetične sredine 
sTfR topni transferinski receptor (ang. soluble transferrin receptor) 
Tf transferin 
TfR transferinski receptor 
TIBC celotna vezavna kapaciteta za železo (ang. total iron binding 
capacity) 
TSAT zasedenost transferina (ang. transferin saturation) 
UK umeritvena krivulja 
UV/VIS ultravijoličen in vidni spekter svetlobe 






1.1 Železo v biologiji 
Železo je esencialni element, ki je pomembna komponenta vsakega živega organizma. 
Železo v naravi najdemo v obilnih količinah, vendar v stiku s kisikom tvori okside, ki so 
netopni in jih kot take organizmi ne morejo privzeti. Kot rešitev so se razvili različni celični 
mehanizmi, ki železo pretvorijo v biološko uporabno obliko. Primer mehanizmov je 
redukcija železa iz slabo topne Fe3+ oblike v dobro topno Fe2+ obliko železa. Železo je lahko 
prisotno v različnih oksidacijskih stanjih (od Fe-2 do Fe6+), najbolj pogosti obliki pa sta ravno 
železo v Fe2+ in železo v Fe3+ obliki. Zaradi slednjih dveh oksidacijskih stanj, v katerih se 
pojavlja, je železo pomembno za različne proteine in encime. Lahko je prisotno v obliki 
hema, ki je sestaven del hemoglobina, mioglobina, citokromov in katalaz, lahko se nahaja v 
proteinih, ki vsebujejo skupke železa in žvepla (Fe-S proteini: [Fe2S2]; [Fe3S4]; [Fe4S4]), kot 
so nitrogenaze in dehidrogenaze, lahko pa se nahaja v drugih nehem oblikah in proteinih, ki 
ne vsebujejo skupke železa in žvepla, kot je ribonukleotid reduktaza. S tem je železo 
vključeno v življenjsko pomembne funkcije, kot so transport kisika (hemoglobin v krvi, 
mioglobin v mišicah), celično dihanje (prenos elektronov pri sintezi ATP), sinteza DNA 
molekule (ribonukleotid reduktaza) in razgradnjo reaktivnega vodikovega peroksida 
(katalaze). Železo kot tako pa je lahko tudi toksično, saj lahko zaradi svoje sposobnosti 
izmenjave elektronov z različnimi substrati povzroči nastanek kisikovih reaktivnih spojin 
kot posledica Fentonove reakcije. Nastanek kisikovih reaktivnih spojin povzroči oksidativni 
stres, peroksidacijo lipidov, oksidacijo proteinov in poškodbe DNA molekul, kar lahko vodi 
v genomsko nestabilnost in posledično vpliva na viabilnost celic. Posledice nastanka 
kisikovih reaktivnih spojin so v fizioloških pogojih preprečene s pomočjo mehanizmov, ki 






1.2 Homeostaza železa 
1.2.1 Porazdelitev železa v telesu 
Železo je esencialni 
element, ki je sestavni del 
živih organizmov, vendar 
je kot prosto železo 
netopno in toksično že v 
majhnih koncentracijah, 
zato so mehanizmi, ki 
zagotavljajo ustrezno 
absorpcijo železa iz hranil, 
njegovo shranjevanje in 
transport, bistvenega 
pomena. Po rojstvu 
potrebe po železu 
dojenček zadosti s 
pomočjo materinega 
mleka. Potreba po železu 
se poveča šele med 4. in 6. 
mesecem po rojstvu in se 
nato tekom odraščanja 
povečuje. Pri odraslih osebah v dnevnem ciklu kroži med 20 mg do 25 mg železa, vse skupaj 
pa ga je približno 40 mg do 50 mg  na kilogram teže pri odraslem moškem. Dnevno pasivno 
izgubimo približno 1–2 mg železa preko znojenja, krvavenja, z odmrlimi kožnimi celicami 
in z blatom ob propadu enterocitov. Izgubo železa nadomestimo preko dnevnega vnosa s 
hrano, ki običajno presega potrebe po železu, zato se v normalnih razmerah absorbira le 5–
10 % zaužitega železa. Ženske med menstruacijo lahko absorbirajo do 3 mg dnevno več 
železa kot bi ga sicer zaradi povečane izgube. Prav tako lahko pride do povečanega obsega 
absorpcije med nosečnostjo ali pri povečanem obsegu eritropoeze. Metabolično obračanje 
železa v plazmi je približno na vsake dve do tri ure, kar pomeni, da pride do obnavljanja 
železa 7 do 8 krat na 24 ur. Za nastanek eritrocitov telo potrebuje približno 20 mg do 30 mg 
železa na dan, ki ga pridobi preko razgradnje starih eritrocitov v makrofagih vranice (okoli 
Slika 1: Shema porazdelitve železa v telesu [1] 
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90 %) in preko vnosa s hrano (okoli 10 %). Kot je razvidno iz Slike 1, se največ železa 
nahaja v eritrocitih v obliki hema (~ 2300 mg), nato v makrofagih vranice in kostnega mozga 
ter Kupferjevih celicah jeter (~ 500 mg). Železo je prisotno tudi v mioglobinu v mišicah (~ 
400 mg) in rdečem kostnem mozgu (~150 mg). Železo se nahaja tudi v hepatocitih (~ 500–
1000 mg) v obliki feritina ali hemosiderina, najmanj pa se ga nahaja v plazmi, kjer je vezan 
na transferin (Tf) (~ 3–4 mg). [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] [10]  
1.2.2 Biološka razpoložljivost železa 
Ocenjujejo, da prehrana Zahodnega sveta  dnevno vsebuje približno med 12 mg do 18 mg 
železa v obliki hema (Fe2+ v protoporfirinskem obroču), v nehem obliki kot Fe2+ ali v nehem 
obliki kot Fe3+. Primarni vir železa v obliki hema sta hemoglobin in mioglobin, ki ju najdemo 
predvsem v mesu in ribah, železo v nehem obliki pa najdemo v žitaricah, zelenjavi (na primer 
v leči, grahu, fižolu) in sadju (na primer v jagodah, malinah, marelicah). [11] Hrana 
rastlinskega izvora vsebuje v večji meri železo v obliki Fe3+, ki se mora pred absorpcijo 
reducirati v Fe2+ obliko s pomočjo askorbinske kisline iz hrane (vitamin C) že v svetlini 
črevesja ali pa na membrani epitelnih celic dvanajstnika s pomočjo citokroma B. Prenos 
anorganskega železa v obliki Fe2+  skozi luminalno membrano enterocita pa omogoča 
prenašalec DMT-1 (ang. divalent metal transporter 1). [2] [12] Biološka razpoložljivost 
železa v hem obliki je velika (15–35 %) v primerjavi z nehem obliko (2–20 %) in nanj ne 
vpliva prisotnost drugih živil, vendar je v večini diet prisotnega veliko več železa v nehem 
obliki. V vegetarijanski in veganski prehrani je najbolj pomemben ojačevalec absorpcije 
železa askorbinska kislina, ki se nahaja v nekateri zelenjavi, vendar jo lahko kuhanje, 
industrijsko procesiranje in shranjevanje uniči ter s tem izniči njen učinek na absorpcijo 
železa. Med znanimi zaviralci absorpcije železa pa so polifenoli, ki se nahajajo v različnih 
napitkih (na primer kavi, vinu, črnem čaju), zelenjavi, sadju in nekaterih žitaricah. K 
zaviralcem spadajo še kalcij, proteini živalskega izvora (proteini v mleku in jajcih) in 
proteini, ki se nahajajo v soji. Zraven ojačevalcev in zaviralcev absorpcije železa pa 
poznamo tudi mehanizem tekmovanja z drugimi težkimi kovinami, ki si z železom delijo 
absorpcijsko pot. Najbolj poznan tekmovalec metabolizma železa je svinec. Ta blokira 
absorpcijo železa preko kompetitivne inhibicije, saj se sam absorbira preko prenašalca 
DMT-1, hkrati pa onemogoči nekatere pomembne funkcije železa, kot je sinteza hema. [4] 
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1.2.3 Absorpcija in presnova železa v črevesju 
Absorpcija železa poteka v zrelih enterocitih, predvsem v dvanajstniku in proksimalnem 
jejunumu tankega črevesja (glej Sliko 2). V hrani živalskega izvora je železo prisotno 
predvsem v obliki hema, katerega absorpcija je bolj učinkovita kot absorpcija nehemskega 
železa. [2] Mehanizem absorpcije hema ni zelo dobro poznan, vendar bi naj vključeval z 
receptorjem posredovano endocitozo in direkten transport. Identificirali so transporter HCP-
1 (ang. heme carrier protein 1) na apikalni strani enterocita, ki sodeluje pri absorpciji hema. 
Po absorpciji hema je ta prisoten v enterocitu v veziklu in se mora transportirati v citosol, 
kjer se nahajajo hem oksigenaze v gladkem in zrnatem endoplazmatskem retikulumu. Hem 
oksigenaze cepijo protoporfirinski obroč in sprostijo železo v Fe2+ obliki, pri tem pa nastane 
biliverdin. [10] [13] Železo pa se lahko absorbira tudi v nehem obliki, in sicer se pred 
absorpcijo reducira iz Fe3+ oblike v Fe2+ obliko s pomočjo vitamina C ali pa citokroma B, ki 
se nahaja na membrani epitelijskih celic dvanajstnika. Železo v Fe2+ obliki nato s pomočjo 
prenašalca DMT-1 vstopi v enterocit. [14] Če telo nima potrebe po takojšni uporabi železa, 
se aktivira feroksidaza na feritinu, ki oksidira železo v Fe3+ obliko, ga vključi v feritin in 
služi kot zaloga železa. V primeru, da več agregiranih molekul feritina vstopi v lizosom, 
nastane hemosiderin. [10] Kadar pa telo potrebuje absorbirano železo, se lahko le to prenese 
skozi bazolateralno membrano s pomočjo prenašalnega proteina feroportina (FPN). Da se 
železo iz FPN po prenosu skozi membrano sprosti, se mora oksidirati. V enterocitih omogoča 
oksidacijo baker vsebujoči encim 
hepaestin, v drugih tkivih pa 
ceruloplazmin. Po pretvorbi iz Fe2+ v 
Fe3+  obliko se železo prenese na 
transferin (Tf). To je vezavni protein, 
ki skrbi, da se železo nahaja v Fe3+ 
obliki in s tem preprečuje nastanek 
toksičnih radikalov, hkrati pa skrbi za 
prenos železa v distalna tkiva. [2]  
 
 
Slika 2: Presnova železa v enterocitih [10] 
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1.2.4 Sistemski metabolizem železa 
Železo, ki se je sprostilo iz enterocitov in vezalo na plazemski Tf, je na voljo za distribucijo 
po telesu v tarčna tkiva. Vsaka molekula Tf lahko veže dva ali en atom železa. V normalnih 
fizioloških pogojih je na Tf vezanega 3–4 mg železa, torej je zasedenost transferina (TSAT) 
približno 30 %. To pomeni, da ima telo veliko rezervo, da ne pride do povečanega, 
toksičnega,  obsega  železa, ki ni vezano na transferin (NTBI) v sistemskem obtoku. [15] Za 
privzem železa v hepatocite in prekurzorje eritrocitov v kostnem mozgu je potrebna vezava 
holotransferina (transferina z vezanim Fe3+) s transferinskim receptorjem TfR1, ki je izražen 
na membranah celic vseh perifernih tkiv (glej Sliko 3). Po vezavi pride do internalizacije 
kompleksa TfR1-holotransferin preko s  klatrinom  posredovane endocitoze. Endosomi nato 
dozorijo,  protonske črpalke zagotavljajo nizek pH, kar povzroči sprostitev železa Fe3+ iz 
transferina. Nastane apotransferin (Tf brez vezanega železa), ki vseeno ostane vezan na 
receptor TfR1. Železo s pomočjo ferireduktaze preide iz Fe3+ oblike v Fe2+ obliko in se preko 
prenašalca DMT-1 ali analoga prenašalca NRAMP-1 (ang. natural resistance-associated 
macrophage protein 1) prenese v citosol. Kompleks apotransferin-TfR1 ponovno preide na 
celično površino, kjer se apotransferin odcepi in vstopi v nov cikel prenosa železa. [2] [5] 
[6] [12] [16]  
 
Slika 3: Cikel transferina [16] 
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Železo je po sprostitvi v citosol lahko shranjeno v obliki feritina ali hemosiderina (v 
hepatocitih), lahko pa se prenese v mitohondrije (v eritroblastih), kjer se vključi v sintezo 
hemoglobina. Največji del zalog železa se nahaja v makrofagih retikuloendotelijskega 
sistema jeter, vranice in kostnega 
mozga. Ko se v povprečju po 120 dneh 
eritrocitom spremenijo membranske 
lastnosti, jih namreč makrofagi 
fagocitirajo in razgradijo (glej Sliko 4). 
Pride do endocitoze starih eritrocitov, 
čemur sledi sprostitev hema iz 
globulina in encimske cepitve s 
hemoksigenzo (HO 1 in 2). Sprosti se 
železo v obliki Fe2+, ki se preko 
prenašalca NRAMP-1 prenese v citosol. Nato se lahko spet pod nadzorom hepcidina prenese 
s prenašalcem feroportinom in nato oksidira preko ceruloplazmina ter veže na Tf. Lahko pa 
se železo shrani znotraj makrofaga v obliki feritina ali hemosiderina, ki je na voljo ob 
povečanih potrebah za sintezo hemoglobina. [1] [10] [12] [17]  
1.2.5 Regulacija železa na celičnem nivoju 
Regulacija železa na celičnem nivoju je zelo 
pomembna za ohranjanje homeostaze železa znotraj 
celice. Celica to počne preko sistema IRE/IRP (ang. 
Iron responsive element/Iron responsive protein) 
(glej Sliko 5). Sistem predstavljajo železo-regulatorni 
proteini (IRP1 in 2), ki so prisotni v citosolu in 
prepoznajo specifična zaporedja (IRE) na 5' ali 3' 
koncih mRNA zapisov za proteine, ki sodelujejo v 
metabolizmu železa (Tf, feritina in FPN). V primeru 
visokih koncentracij železa se IRP ne morejo vezati 
na IRE. Nizke koncentracije železa pa vplivajo na 
delovanje IRP 1 in 2 tako, da se vežeta na IRE 
zaporedja na mRNA. Vezava IRP na 5' konec mRNA feritina in feroportina povzroči 
zmanjšano nastajanje teh proteinov in s tem zmanjšano shranjevanje ter izločanje železa. Ko 
Slika 5: Mehanizem delovanja 
proteinov IRP [19] 
Slika 4: Shema fagocitoze eritrocitov [10] 
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se IRP vežejo na 3' konec mRNA transferina, se sinteza le tega poveča in s tem omogoča 
celici povečano endocitozo Tf-Fe2 kompleksa, ter posledično povišane koncentracije železa 
znotraj celice. [14] [18] [19] 
1.2.6 Hepcidin in njegova vloga pri homeostazi železa 
Hepcidin je peptidni hormon, ki ga uvrščamo med reaktante akutne faze in igra ključno vlogo 
pri homeostazi železa. Kodira ga gen HAMP, ki se izraža največ v jetrih, med drugim pa tudi 
v srcu, pljučih, možganih, hrbtenjači, prebavilih, želodcu, trebušni slinavki, skeletnih 
mišicah, testisih, adipocitih in makrofagih. Obstajata dve izoformi hepcidina: hepcidin-25 
igra pomembno vlogo v homeostazi železa, vloga hepcidina-20, pri katerem so odsotne 
sekvence vključene v uravnavanje koncentracij železa, pa je neznana. Regulacija na nivoju 
absorpcije in sproščanja železa iz zalog preprečuje kopičenje železa ali njegovo 
pomanjkanje. Glavno vlogo v tej regulaciji igra hepcidin, ki z vezavo na membranski 
transportni protein feroportin povzroči njegovo internalizacijo in razgradnjo v 
endolizosomih. Posledično pride do znižanega sproščanja železa iz epitelijskih celic v 
tankem črevesju v kri in sproščanja železa iz hepatocitov ter makrofagov 
retikuloendotelijskega sistema, saj se železo ne more prenesti iz celic s pomočjo feroportina. 
[18] [20] Hepcidin pa povzroča tudi degradacijo prenašalca DMT-1 in s tem prepreči 
absorpcijo v enterocite. [21] [22] [23] 
Izražanje hepcidina (glej Sliko 6) je povišano ob 
vnetju ali infekciji ter ob povečanih 
koncentracijah železa. Znižano izražanje 
povzročijo hipoksija, anemija, pomanjkanje 
železa ter povišane vrednosti eritropoetina. Za 
povečano izražanje hepcidina ob stanjih 
povečanih koncentracij železa so odgovorni 
proteini BMP (ang. bone morphogenic 
proteins). Vezava proteinov BMP na BMP 
receptorski kompleks na celični površini sproži 
aktivacijo signalne poti SMAD, kar ima za 
posledico povečano izražanje gena HAMP. Pri 
pomanjkanju železa pride do zmanjšanega 
izražanja proteina BMP6 v jetrih in posledično znižane aktivacije BMP-signalne poti. 




Membranski protein hemojuvelin (HJV) deluje kot koreceptor proteina BMP6 in tako 
sodeluje pri aktivaciji BMP-signalne poti. Topni HJV, ki nastane s proteolizo membransko 
vezanega proteina, je povišan pri pomanjkanju železa. Izražanje hepcidina naj bi zaviral 
zaradi tekmovanja za vezavo proteina BMP6 z membranskim HJV. [24] Na membrani 
hepatocitov je poleg BMP receptorskega kompleksa izražen tudi protein HFE. Le ta lahko 
tvori kompleks z receptorjem TfR1. Visoke koncentracije železa sprožijo sprostitev HFE 
proteina iz tega kompleksa. Sledi vezava HFE proteina na receptor TfR2, kar ima za 
posledico aktivacijo SMAD ter ERK signalne poti ter povečano izražanje hepcidina. Ob 
pomanjkanju železa do tvorbe kompleksa HFE-TfR2 ne pride, zato koncentracije hepcidina 
ostanejo nizke. [2] Pomembno vlogo pri zaviranju izražanja hepcidina ima protein 
matriptaza-2 (MP2), ki je serinska proteaza, izražena pretežno v jetrih. MP2 je odgovorna 
za razgradnjo membranskega HJV, zato le-ta ne more več delovati kot koreceptor proteinov 
BMP. Zaradi mutacije v genu, ki kodira protein MP2, pride do razvoja refraktarne anemije 
zaradi pomanjkanja železa (ang. iron refractory iron deficiency anemia – IRIDA), za katero 
so značilne visoke koncentracije hepcidina in s tem znižana absorpcija železa ter zmanjšano 
izplavljanje železa iz zalog. [17] 
1.2.7 Toksičnost prostega železa 
Železo je v normalnih fizioloških pogojih v plazmi vezano na transferin in je celotna vezavna 
kapaciteta za železo (TIBC = koncentracija serumskega Tf × 1,389) ocenjena na približno 
12 mg pri odraslem moškem. [17] [18] V primeru nasičenja Tf z železom se to veže na druge 
ligande (NTBI), kot so albumin ali lipokalcin. [1] V patofizioloških stanjih, kot so 
atransferinemija in bolezni s prekomernim kopičenjem železa, se NTBI prevzema preko 
prenašalca DMT-1 v organe kot so jetra, srce in endotelijske celice. [25] [26] Znotraj teh 
tkiv se tako poveča koncentracija labilnega železa in pride do oksidativnega stresa preko 
nastanka reaktivnih kisikovih spojin (ROS). [27] Do nastanka ROS pride preko Fentonove 
in Haber-Weiss reakcije. Fentonova reakcija poteče med železom v Fe2+ obliki in vodikovim 







Fe2+ + H2O2 → Fe
3+ + HO- + HO・ 
Železo v Fe3+ obliki se v prisotnosti superoksidnega radikala O2




・− → Fe2+ + O2 
Če združimo obe reakciji dobimo Haber-Weissovo reakcijo, v kateri nastanejo  velike 
količine hidroksilnega radikala. 
Formula 3 
O2
・- + H2O2 → O2 + HO
- + HO・ 
[28] 
Hidroksilni radikali so zelo reaktivni in oksidirajo DNA, aminokisline in povzročijo 
peroksidacijo lipidov. [28] Pri normalnem celičnem metabolizmu celice te radikale 
detoksificirajo s pomočjo α-tokoferola, superoksid dismutaze in katalaze. [1] V primeru 
nizkih koncentracij encimov, ki ščitijo celico, povečane koncentracije železa in povečanega  
obsega Fentonove reakcije, pride do povišane koncentracije radikalov, ki vodijo do celične 
toksičnosti in v nekaterih primerih do apoptoze (glej Sliko 7). [28]  
Razlaga Slike 7: 
Povečane koncentracije 
znotrajceličnega železa 




(Trx) od ASK1 kinaze 
(ang. apoptosis signal-
regulating kinase 1), 
signalne molekule za 
apoptozo. Ta se nato 
preko oligomerizacije aktivira in s tem aktivira JNK/p38 signalno pot do apoptoze. ROS 
lahko oksidirajo tudi kardiolipin, ki je sestavni del notranje mitohondrijske membrane, in 
Slika 7: Prikaz apoptoze zaradi ROS [28] 
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sprožijo permeabilizacijo zunanje membrane mitohondrija in s tem sproščanje citokroma c. 
Po sproščanju citokroma c pride do aktivacije kaspaz 9 in 3 ter s tem do aktivacije intrinzične 
(notranje) poti apoptoze. Železo pa je pomembno tudi pri regulaciji ekstrinzične (zunanje) 
poti apoptoze. Pri nizkih koncentracijah železa pride do alternativnega izrezovanja mRNA , 
ki nosi zapis za protein Fas, tako da se tvori spremenjen protein Fas, ki lahko zatre od 
kaspaze 8 odvisno pot apoptoze. [28]  
 
1.3 Motnje v presnovi železa 
1.3.1 Kopičenje železa 
Do kopičenja železa lahko pride iz več razlogov, kot je recimo prekomerna transfuzija, 
atransferinemija, večino bolezenskih stanj pa povzroča genetsko podedovana bolezen, ki se 
imenuje hereditarna hemokromatoza (HH). Poznamo pet tipov hereditarne hemokromatoze, 
ki se razlikujejo glede na mutacijo gena in imajo različne fenotipe. Pri belcih je najpogostejša 
HH tipa 1, pri kateri pride do mutacije gena za protein HFE, kar posledično privede do 
kopičenja železa in okvare jeter. Ostali tipi HH so še tip 2A (okvara gena za hemojuvelin), 
tip 2B (okvara gena za hepcidin), tip 3 (okvara gena za TfR2) in tip 4 (okvara gena za FPN1). 
Posledice kopičenja železa so jetrna fibroza in ciroza, povečano tveganje za hepatocelularni 
karcinom, kardiomiopatije, artritis in diabetes. Zdravljenje se razlikuje glede na klinično 
sliko bolnikov. Hemokromatozo ponavadi zdravijo z flebotomijo, kjer s puščanjem krvi 
pacient izgubi približno 0,5 g  železa na liter krvi. [29] 
1.3.2 Pomanjkanje železa 
Pomanjkanje železa (glej Preglednico I) prizadane približno 2 milijardi ljudi predvsem v 
nerazvitih državah. [30] V razvitih državah se anemija zaradi neustreznega vnosa železa pri 
odraslih pojavi redko, medtem ko je pri otrocih to najpogostejši razlog za pomanjkanje 
železa. Glavni razlog za neustrezen vnos železa pri otrocih mlajših od 12 mesecev je dojenje 
brez uporabe nadomestkov železa ali prezgodnje hranjenje otroka s kravjim mlekom. Ob 
slednjem se anemija razvije zaradi kolitisa, ki je posledica intolerance na proteine v kravjem 
mleku, ali zaradi nizke vsebnosti železa v kravjem mleku. [17] [31] V razvitih državah pride 
do pomanjkanja predvsem zaradi prekomerne izgube krvi, lahko pa se pojavi kot posledica 
raka črevesja, malabsorpcije, nezadostnega vnosa železa s hrano in okužbe s H. Pylori. [32] 
[33] Potrebe po železu so povečane v adolescenci in ob zdravljenju z eritropoetinom ali 
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eritropoeza-stimulirajočimi učinkovinami (ang. erythropoesis stimulating agents). [17] [31] 
Anemija zaradi pomanjkanja železa (ang. iron deficiency anemia - IDA) je po definiciji 
WHO bolezensko stanje, ko vrednosti hemoglobina padejo pod 13 g/dL pri moških in pod 
12 g/dL pri ženskah nad 15 letom starosti, ki niso noseče. Pri nosečnicah je ta meja pod 11 
g/dL hemoglobina. [32] [33] [34] 
Preglednica I: Vzroki in primeri pomanjkanja železa [35] 
vzrok pomanjkanja železa primeri 
nezadosten vnos podhranjenost, posebne diete (veganstvo) 
povečana fiziološka potreba 
obdobje adolescence, izguba krvi tekom 
menstrualnega cikla, nosečnost 
kronična izguba krvi travma, operacije 
kronične bolezni bolezni ledvic, gastritis, rak črevesja 
pomanjkanje kot neželeni učinek zdravil zaviralci protonske črpalke 
genetske bolezni talasemija, anemija srpastih celic 
Železo, ki je shranjeno v obliki feritina v makrofagih retikuloendotelijskega sistema, je na 
voljo ob povečanih potrebah za sintezo hemoglobina. Pomanjkanje železa in posledično 
anemija sta odvisna od količine teh zalog. V prvi stopnji pomanjkanja železa se porabi železo 
v zalogah, vendar do razvoja anemije še ne pride zaradi dnevnega propada eritrocitov, pri 
katerem se reciklirajo zadostne količine železa za normalno sintezo hemoglobina. Ob 
nadaljnjem pomanjkanju železa se razvije anemija, ki je značilno hipokromna (znižan 
PKHE) in mikrocitna (znižan PVE). Zaradi pomanjkanja železa je okrnjena sinteza 
retikulocitov, zato se pri sideropenični deficitarni anemiji njihova koncentracija zniža. [17] 
[36] Drugi diagnostični markerji pomanjkanja železa so nizek serumski feritin, nizka 
saturacija Tf, nizka koncentracija železa, povišan TIBC in povišane koncentracije 
protoporfirinskega obroča. [33] Zaradi pomanjkanja železa je zmanjšana vezava 
holotransferina na transferinski receptor, zato se le ta razcepi z membranskimi proteazami, 
pri čemer nastane topni transferinski receptor (sTfR), ki ga lahko zato pri sideropenični 
deficitrani anemiji zaznamo v povišanih koncentracijah. [17] [18] 
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Pomanjkanje železa je lahko absolutno ali funkcionalno. Funkcionalno pomanjkanje železa 
označuje normalne zaloge železa (normalen ali povišan serumski feritin) ob nezadostnem 
transportu železa do kostnega mozga. Funkcionalno pomanjkanje železa se lahko pojavi pri 
pacientih, ki se zdravijo z eritropoetinom pri ledvični odpovedi in pri pacentih z anemijo kot 
posledico kroničnih bolezni (revmatoidni artritis, kronična vnetja, kronične bolezni ledvic). 
Funkcionalno pomanjkanje železa spremljajo nizke koncentracije serumskega Tf in visoke 
koncentracije hepcidina (povečana transkripcija zaradi učinka citokinov). [1] Absolutno 
pomanjkanje železa vodi do zmanjšane zaloge železa v celicah retikuloendotelijskega 
sistema in je glavni razlog za razvoj sideropenične deficitarne anemije. Absolutno 
pomanjkanje železa je lahko posledica bodisi povečane izgube železa, zmanjšanega vnosa 
železa, povečanih potreb po železu ali zmanjšane absorbcije. Glavni razlog za absolutno 
pomanjkanje železa v razvitih državah je povečana izguba železa zaradi krvavitev, ki so 
lahko okultne (večinoma iz gastrointestinalnega trakta) ali očitne (npr. izguba krvi ob 
poškodbah, porodu in močne menstruacije). Zmanjšana absorpcija železa je redko vzrok za 
pomanjkanje železa in je lahko posledica celiakije, atrofičnega gastritisa ali okužbe s H. 
pylori. [17] [31] 
1.3.3 Zdravljenje pomanjkanja železa 
Pri pomanjkanju železa se lahko pri večini pacientov za zdravljenje uporabijo peroralni 
pripravki Fe2+ soli (posebno železov sulfat). Tablete se bolnikom odmerijo na tešče v gastro-
rezistentni formulaciji, priporočljivo v kombinaciji z askorbinsko kislino (na primer 
administracija tablete s sokom) z namenom, da se poveča biološka razpoložljivost železa v 
zdravilu. [37] Zdravljenje preko oralne administracije Fe2+ soli ni primerno pri bolnikih, ki 
trpijo zaradi kroničnih boleznih, pri katerih je prisotno vnetje oziroma pri boleznih s 
povišano koncentracijo hepcidina in posledično malabsorpcijo železa. Tovrstno zdravljenje 
prav tako ni primerno ob sočasnem zdravljenju z eritropoetinom, saj je potreba po vnosu 
železa prevelika. [38] [39] Parenteralna aplikacija pripravkov železa je potrebna pri osebah, 
ki so netolerantne na neželene učinke peroralnih preparatov, pri osebah, pri katerih se 
anemija razvije zaradi pogostih krvavitev, in pri osebah, pri katerih je absorpcija v tankem 
črevesju zmanjšana zaradi malasborpcijskega sindroma ali povišane koncentracije hepcidina 
ob vnetjih. Peroralni nadomestki železa se v večji meri uporabljajo za zdravljenje anemije 
pri otrocih in odraslih. Pri osebah, pri katerih se razvije huda anemija z življenjsko 
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ogrožajočimi simptomi (simptomi srčne ishemije) zaradi npr. obsežnih krvavitev ob 
poškodbah, je potrebno zdravljenje s transfuzijo eritrocitov. [40] 
 
1.4 Struktura, metabolizem, toksičnost in regulativa intravenskih 
železovih pripravkov 
1.4.1 Zdravila, ki niso biološkega izvora in vsebujejo železo vezano v komplekse 
(Fe-NbCD)  
Kompleksi železa z ogljikovimi hidrati so nanodelci s polinuklearno sredico iz Fe(III)-
hidroksida in ovojnico iz ogljikovih hidratov (glej Sliko 8). Soli Fe(III) niso stabilne v vodni 
raztopini pri pH nižjem od 3 in se izoborijo ob višanju pH v železov oksihidroksid (FeOOH). 
Ogljikove hidrate (na primer dekstran, saharoza, glukonat) dodajo pred ali po obarjanju 
železovih soli. Zaradi površinskih interakcij z organskimi molekulami pride pod določenimi 
pogoji do tvorbe kompleksov ogljikovih hidratov s polinuklearno sredico železovih 
oksihidroksidov ([FeOOH]mLn). 
Ogljikovi hidrati kot ligandi tako stabilizirajo polinuklearni kompleks oziroma sredico in s 
tem preprečijo nanodelcem, da bi se še naprej obarjali. Različni pogoji med sintezo zdravila, 
kot so temperatura, pH in tip železove soli, vplivajo na lastnosti nanodelca (velikost, naboj, 
morfologija) in posledično na farmakokinetične lastnosti, imunogenost in stabilnost. [41]  
 
Slika 8: Struktura intravenskega železovega pripravka [41] 
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1.4.2 Pregled parenteralnih železovih pripravkov 
Zgodovinsko gledano zdravljenje anemije zaradi pomankanja železa s peroralnimi pripravki 
sega v 17. stoletje. Peroralni pripravki železovih soli so najpogosteje predpisano zdravilo za 
nadomeščanje železa, kar odraža njihovo enostavno uporabo in učinkovitost. Kljub temu pa 
ima tovrstno zdravljenje neželene stranske učinke na gastrointestinalni trakt, obenem pa traja 
do približno 6 mesecev, da se pokažejo dejanski učinki zdravljenja. Prav tako se nekateri 
pacienti ne odzivajo na zdravljenje s peroralnimi pripravki, zato je prišlo do razvoja 
parenteralnih železovih pripravkov. Tako sta v 20. stoletju na trg prišli dve zdravili prve 
generacije parenteralnih železovih pripravkov, ki sta vsebovali saharozo in dekstran z veliko 
molekulsko maso (HMWD) (Imferon®) (glej Sliko 9). Kljub veliki učinkovitosti pripravkov 
prve generacije, ogljikovi hidrati niso močno zaobjeli železovo sredico, zato je njihova 
toksičnost (velike količine prostega in šibko vezanega železa) omejila njihovo uporabo, saj 
so poročali o velikem številu primerov hudih preobčutljivostnih reakcij. Te reakcije so bile 
posledica prisotnosti labilnega železa in imunogenih sladkornih verig. To je vzpodbudilo 
nadaljnji razvoj zdravil, pri katerih bi bilo železovo jedro bolj zaščiteno, kar bi preprečevalo 
prehitro sprostitev železa. Kot druga generacija parenteralnih železovih pripravkov so na trg 
prišli pripravki, ki vsebujejo glukonat (Ferrlecit®), dekstran z nizko molekulsko maso 
(Cosmofer®) in saharozo 
(Venofer®). Poročanih je bilo 
manj neželenih učinkov, vendar je 
z razvojem tehnologije vseeno 
prišlo do nadaljnega razvoja novih 
zdravil. Tako so na trg prišli še 
železovi pripravki tretje generacije, 
kamor spadajo ferumoksitol 
(Feraheme®), železova 
karboksimaltoza (Ferinject®, 
Injectafer®, Iroprem®) in železov 
(III) izomaltozid 1000 
(Monofer®). V Preglednici II in III so prikazane klinične značilnosti in primerjava 
fizikalnokemijskih ter farmakokinetičnih značilnosti parenteralnih železovih formulacij. 
[35] [42] Struktura intravenskega železovega pripravka [41]  
Slika 9: Zgodovinski pregled intravenskih 
železovih pripravkov [42] 
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Preglednica III: Primerjava fizikalnokemijskih in farmakokinetičnih značilnosti 











































































































































































































































nizka nizka nizka srednja visoka visoka 
razpolovni čas 
v plazmi (ure) 
~15 7-12 20 5-20 6 ~1 
 
1.4.3 Metabolizem parenteralnih železovih pripravkov 
Železovi pripravki se v fizioloških pogojih glede na njihove lastnosti po parenteralni 
administraciji obnašajo različno. Poznani so trije načini, kako pride do razgradnje 
kompleksov in uporabe železa (glej Sliko 10):  
A. Pripravki z relativno nizko stabilnostjo formulacije se lahko delno ali v celoti 
razgradijo v plazmi in sprostijo železo. Ogljikovi hidrati disociirajo in se lahko 
izločijo preko ledvic, železo pa se lahko takoj veže na transferin. V primeru 
prenasičenja Tf ali predoziranja z zdravilom se sproščeno železo ne more vezati na 
Tf in je v plazmi prisotno v obliki NTBI (prosto železo prisotno v plazmi in 
nespecifično vezano železo na druge plazemske proteine). Železo v obliki NTBI se 
neselektivno prevzame v tkiva jeter, srca, endokrinega sistema in endotelijske celice. 
Železovo jedro nanodelca pa se lahko preko fagocitoze privzame v celice prirojenega 
imunskega sistema, kot so monociti v krvi, makrofagi v vranici in kostnem mozgu 
ter Kupferjeve celice v jetrih.  
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B. Pripravki, ki imajo v svoji formulaciji α-1, 4-glikozidne vezi, imajo večjo relativno 
stabilnost formulacije. V plazmi jih delno in počasi razgrajujejo α-amilaze, nato pa 
jih delno razgrajene s fagocitozo privzamejo celice prirojenega imunskega sistema.  
C. Pripravki, ki imajo v svoji formulaciji dekstran, imajo zelo visoko relativno stabilnost 
formulacije in jih α-amilaze ne morejo razgraditi. Preko receptor posredovanega 
transporta jih prevzamejo celice prirojenega imunskega sistema, kjer se razgradijo v 
endolizosomu. [23] 
 
Slika 10: Prikaz metabolizma parenteralno administriranih železovih pripravkov [23] 
Ko so kompleksi znotraj endolizosoma, pride do pH odvisne in encimsko posredovane 
razgradnje. Železo v Fe2+ obliki se nato preko prenašalca DMT-1 prenese iz endolizosoma 
in prispeva k znotrajceličnem labilnemu železu (LIP), ki lahko v prevelikih količinah 
povzroča oksidativen stres. Lahko se pa shrani v obliki feritina, ali prenese v plazmo preko 
feroportina (glej poglavje 1.2.4 Sistemski metabolizem železa). V primeru zelo stabilnih in 
velikih nanodelcev razgradnja poteka počasi, sorazmerno glede na površino in volumen. 
Zelo stabilne formulacije pa se lahko tudi kopičijo in počasi razgrajujejo znotraj lizosoma, 
ter nastane tako imenovan siderosom, ki predstavlja eno izmed oblik zaloge železa. [1] [41]  
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1.4.4 Stabilnost in neželeni učinki parenteralnih železovih pripravkov 
Kompleksna zdravila, ki niso biološkega izvora in vsebujejo železo (Fe-NbCD), povezujejo 
s pojavom anafilaktičnih in/ali anafilaktoidnih neželenih učinkov. Posledice neželenih 
učinkov so lahko srbenje kože, slabost, bruhanje, prekomerno odvajanje blata, težave z 
dihanjem in nizek krvni tlak. [43] Večina anafilaktičnih neželenih učinkov je poročana 
zaradi zdravil, ki vsebujejo dekstran (predvsem HMWD), saj pride do vezave s protitelesi, 
ki so občutljiva na dekstran. Lahko pa pride do anafilaktičnih reakcij zaradi NTBI, ki pa niso 
povezane z imunskih odzivom. NTBI se tako lahko v plazmi in celicah vključi v različne 
reakcije in pride do oksidativnega stresa preko nastanka ROS. Železovi pripravki z nizko 
stabilnostjo povečujejo učinke toksičnosti železa, pripravki z visoko stabilnostjo pa se v tem 
smislu izkažejo za bolj varne, vendar se lahko delno razgradijo in kopičijo v siderosomih, 
kjer se počasi razgrajujejo. Na stabilnost in s tem povezano učinkovitost ter varnost 
parenteralnih železovih pripravkov vplivajo različni dejavniki (glej Sliko 11). Na stabilnost 
vpliva vrsta ogljikovega hidrata v formulaciji. Ogljikovi hidrati, ki vsebujejo α-1, 4-
glikozidne vezi, so podvrženi degradaciji s strani α-amilaz. Zaradi tega se poveča sproščanje 
železa iz formulacije, to pa vpliva na povišano količino NTBI v plazmi. Interakcija med 
ogljikovim hidratom in železom v formulaciji vpliva na stabilizacijo železove sredice in je 
odvisna od vrste ogljikovega hidrata ter procesa proizvodnje zdravila (na primer 
temperatura, hitrost zviševanja pH). Termodinamska stabilnost in s tem povezana topnost 
anorganske faze je povezana s kristaliničnostjo polimerov. Zelo stabilne in velike kristalne 
snovi se raztapljajo veliko počasneje kot amorfni material. Na stabilnost in hitrost 
raztapljanja formulacije pa vpliva tudi velikost nanodelcev in je odvisna od molekulske mase 




Slika 11: Prikaz vpliva formulacije železovih pripravkov na njihovo stabilnost, 
učinkovitost in varnost [1] 
1.4.5 Regulatorni vidik in zahteve 
Evropska agencija za zdravila (EMA) je izdala mnenje o regulatornih zahtevah glede 
nanodelcev, ki vsebujejo železo. Dokument poudarja, da karakterizacija kakovosti zdravila 
ni dovolj za dokaz podobnosti z orginatorskim zdravilom. Farmacevtska podjetja morajo 
vključiti v poročila poleg karakterizacije še neklinične in farmakokinetične študije. Tudi 
Ameriška agencija za živila in zdravila (FDA) je izdala mnenje o regulatornih zahtevah, ki 
se deloma prekrivajo s smernicami Evropske agencije za zdravila. Skupne so jima naslednje 
določitve:   
- primerjava farmakokinetičnega vedenja glede celokupnega železa v plazmi ali 
serumu (zgornja in spodnja meja 90% intervala zaupanja znašata 80 in 125% 




- informativno ali ne (različno za pripravke), primerjava farmakokinetičnega vedenja 
glede železa vezanega na transferin, 
- deleža labilnega železa ob administraciji, 
- strukture in sestave ogljikovih hidratov, 
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- velikosti delcev in površine železovega jedra, 
- fizikalnokemijskih lastnosti ogljikovih hidratov, 
- razmerja vezave ogljikovega hidrata na železovo sredico, 
- in vitro sproščanja železa iz kompleksov v fiziološko/klinično relevatnih medijih 
(razviti modeli naj predstavljajo ekstracelularno sproščanje železa in kinetiko 
razgradnje v kislih pogojih).  
- velikosti in variabilnosti v velikosti železove sredice in kompleksa z ogljikovimi 
hidrati, 
- nečistoč, 
- razmerja vezave ogljikovega hidrata na železovo sredico, 
- stabilnostne študije, 
EMA priporoča še nekatere dodatne določitve kot so: 
- toksikološke študije, 
- študije biološke razporeditve v makrofagih.  




2 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je primerjava stabilnosti parenteralnih železovih pripravkov, ki so 
komercialno dostopni na različnih trgih in in vitro ovrednotenje njihove varnosti. Testirali 
bomo šest različnih formulacij parenteralnih železovih pripravkov druge in tretje generacije 
(železov glukonat, železov saharat, železov dekstran z nizko molekulsko maso,  železovo 
karboksimaltozo, železov (III) izomaltozid 1000 in ferumoksitol). Dodatno bomo testirali še 
intramuskularni pripravek železov dekstran z nizko molekulsko maso (železov (III) oksid in 
dekstran), ki je po svoji sestavi zelo podoben intravenskim pripravkom, le način njegove 
aplikacije se razlikuje.  
Primerjava stabilnosti pripravkov bo obsegala:  
a) Vrednotenje stabilnosti in hitrosti razgradnje železovih pripravkov pri različnih 
temperaturnih in časovnih pogojih s pomočjo reducenta in s  kislinsko hidrolizo,  
b) Ovrednotenje nivoja labilnega železa pripravkov v serumu, 
c) Oceno obsega privzema železovih kompleksov iz različnih pripravkov v celice 
retikuloendotelnega sistema s študijo fagocitoze monocitov/makrofagov, detekcija 
fagocitiranega železa bo potekala spektrofotometrično po reakciji s kalijevim 
ferocianidom.  
Glede na pridobljene rezultate bomo poskušali potrditi rezultate kliničnih študij, ki so 
dokazale, da so železovi pripravki klinično varni.   
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Kemikalije in potrošni material 
Vse kemikalije, ki jih bomo potrebovali med študijo, so navedene v Preglednici IV. 
Naveden je tudi potrošni material.   
Preglednica IV: Uporabljene kemikalije in potrošni materiali ter proizvajalci 
kemikalija / potrošni material proizvajalec, kataloška številka 
DMEM + GlutaMAX medij Gibco; 32430-100 
fetalni goveji serum (FBS) Gibco; 10500 
paket reagentov za štetje celic Beckman Coluter; 3199443 
koncentracijska kontrola za štetje celic Beckman Coulter; 5478145F 
brezvodni natrijev acetat Merck; SLBV8347 
L-askorbinska kislina Sigma; SLCC2154 
fosfatni pufer s soljo (PBS) pH 7,2 (10x) Gibco; 2063523 
ocetna kislina (ledocet) Merck; K51484463 




NaCl Merck; K50705604 
humani serum Sigma; SLBS7137 
38 % HCl Merck; K51716517 
etanol Merck; I1036171 
kalijev ferocianid Merck; A0979684 
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kemikalija / potrošni material proizvajalec, kataloška številka 
mikrotitrska plošča, 96-luknjic, 
transparetno, ravno dno 
Thermo scientific; 19131C0 
mikrotitrske plošče (0,5 mL, 1mL, 2mL) Corning; 3957, 3959 in 3961 
centrifugirke (15, 50 mL) Corning; 430052, 430897 in 430290 
mikrocentrifugirke (1,5 mL, 2 mL) Eppendorf; Z666513 
steklenička za gojenje celic (T75, T175) TPP; 90076, Corning; CLS431080 
plošča za gojenje celic (6-luknjic) TPP; 92006 
nastavki za pipete 
Sartorius; 790202, 790352, 791002, Thermo 
Fischer Scientific; 94429813 
strgala za celice TPP; 99003 
viale za štetje celic Beckman Coulter, 383721 
amonijev železov(II) sulfat heksahidrat Merck; K51996692 
3.1.2 Oprema 
3.1.2.1 Osnovna varovalna oprema 
Osnovna varovalna oprema, ki jo bomo uporabili tekom študije: 
- zaščitne rokavice, 
- obuvala/prevleke za čevlje, 
- laboratorijska halja, 
- pokrivalo za lase, 
- zaščitna očala. 
3.1.2.2 Oprema za delo 




Preglednica V: Oprema in proizvajalci 
oprema proizvajalec, model 
aparat za določanje števila 
in viabilnosti celic 
Beckman Coulter; Vi Cell XR 3, 03 
spektrofotometer Tecan; Infinite M1000 
invertni mikroskop Olympus; CKX41 
tehtnica Mettler Toledo; XP105 DR/M, XP2002S/M, XP56/M 
stresalnik IKA; TTS2 
centrifuga Hettich; Mikro 22R 
pipete Biohit; M line 10-100 µL, M line 20-200 µL, E line 
0.2-10 µL, M line 12 ch 5-100 µL, M line 0.1-3 µL in 
Thermo Fisher Scientific; E1 ClipTip 15-1250 µl ter 
Eppendorf; Easypet 
magnetno mešalo IKA; RCT basic 
CO2 inkubator Thermo Fischer Scientific; Heracell 150 in Sanyo; 
MCO-20AIC 
zamrzovalnik ≤ - 150 °C Thermo Fischer Scientific; ULT7150-9-D 
zamrzovalnik ≤ - 80 °C Sanyo; MDF-U73V 
zamrzovalnik ≤ - 20 °C Thermo Fischer Scientific; Revco 
sistem za prečiščevanje vode Elga Veolia; Purelab classic 
hladilnik 2–8 °C Sanyo; MPR311D, MIR-253 
termostresalnik Eppendorf; ThermoMixer Comfort 
mikrobiološka varnostna 
komora 
Iskra Pio B; Max Pro 130 
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oprema proizvajalec, model 
inkubator Memmert; Oven INB200 
štoparica LLG; Digital profil 25 
sušilnik Kambič; VS-8 SC 
termoblok VWR, 444-0272 
ultrazvočna kopel Cole Parmer, EW-08895-44 
 
3.1.3 Raztopine  
Vse raztopine so pripravljene s prečiščeno vodo Mili-Q.  
Raztopina za kislinsko hidrolizo 
0,2423 M HCl razotpina z 0,918 % NaCl: 
9,18 g NaCl soli raztopimo v 300 mL Mili-Q vode ter raztopini med mešanjem dodamo 
19,56 mL 38 % HCl raztopine. Nato raztopino v merilni buči (V= 1000 mL) dopolnimo do 
oznake z vodo Mili-Q.  
 
Raztopina acetatnega pufra 
16,4 g natrijevega acetata raztopimo v 40 mL Mili-Q vode ter raztopini med mešanjem 
dodamo 11,5 mL ledocetne kisline. Nato raztopino v merilni buči (V= 100 mL) dopolnimo 
do oznake z vodo Mili-Q.  
 
Raztopina L-akrobinske kisline 
1,76 g L-askorbinske kisline raztopimo v 5 mL Mili-Q vode ter po raztapljanju na 
ultrazvočni kopeli dopolnimo raztopino v merilni buči (V= 20 mL) do oznake z vodo Mili-
Q. Raztopino hranimo pri sobni temperaturi zaščiteno pred svetlobo. 
Raztopina barvnega reagenta ferena 
148 mg barvnega reagenta ferena raztopimo v 5 mL Mili-Q vode ter po raztapljanju na 
ultrazvočni kopeli dopolnimo raztopino v merilni buči (V= 20 mL) do oznake z vodo Mili-
Q. Reagent smo hranimo pri sobni temperaturi zaščiten pred svetlobo.  
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Reagent za barvno reakcijo 
Združimo raztopino acetatnega pufra, L-askorbinske kisline in barvnega reagenta ferena v 
volumskem razmerju 1 : 1 : 1. Tako pripravljen reagent za barvno reakcijo uporabimo pri 
analizi kinetike redukcije v pufru z reducentom. 
 
Reagent za raztapljanje 
Združimo raztopino acetatnega pufra in L-askorbinske kisline v volumskem razmerju 1 : 1. 
Tako pripravljen reagent za raztapljanje uporabimo pri določitvi koncentracije železa v 
serumu.  
 
Rastni medij za gojenje celične kulture 
500 mL DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) medija z glukozo in GlutaMaxom 
dodamo 50 mL fetalnega govejega seruma.  
 
Raztopina kalijevega ferocianida (~ 5 %) 
1,25 g Kalijevega ferocianida raztopimo v 5 mL Mili-Q vode ter po raztapljanju na 
ultrazvočni kopeli dopolnimo raztopino v merilni buči (V= 25 mL) do ozanke z Mili-Q vodo.  
 
3.1.4 Standardi 
Sol Fe (II): amonijev železov (II) sulfat heksahidrat, (NH4)2Fe(SO4)2 x 6 H2O.  
Osnovna raztopina standarda za poskuse v pufru z reducentom 
21 mg soli Fe (II) raztopimo v 20 mL Mili-Q vode ter po raztapljanju na ultrazvočni kopeli 
dopolnimo raztopino v merilni buči (V=100 mL) do oznake z Mili-Q vodo. Tako 
pripravljeno raztopino uporabimo kot osnovno standardno raztopino pri določitvi kinetike 
in določitvi celokupnega železa v pufru z reducentom.   
 
Osnovna raztopina standarda za poskuse v serumu 
91 mg sol Fe (II) raztopimo v 5 mL Mili-Q vode ter po raztapljanju na ultrazvočni kopeli 
dopolnimo raztopino v merilni buči (V=10 mL) do oznake z Mili-Q vodo. Tako pripravljeno 
raztopino uporabimo kot osnovno standardno raztopino pri določitvi labilnega in 




Za izvedbo magistrske naloge smo uporabili parenteralne železove pripravke, ki se 
nahajajo v Preglednici VI in so prikazani na Sliki 12. 




















































50 mg/mL 1000 mg 0,341 mg/mL 
Feraheme® ferumoksitol FePSC 30 mg/mL 510 mg 0,169 mg/mL 














Slika 12: Uporabljeni parenteralni železovi pripravki 
3.2.1 Spektrofotometrična metoda s ferenom 
Feren je barvni reagent, ki tvori kompleks z železom v Fe2+ obliki, ne pa z železom v Fe3+ 
obliki in drugimi elementi (na primer baker). V prisotnosti raztopine L-askorbinske kisline 
pride do redukcije železa v Fe2+ obliko. Ta nato v prisotnosti kromogena ferena tvori modro 
obarvan kompleks, meritev pa opravimo pri valovni dolžini 590 nm. Na Sliki 13 je prikazana 
reakcija med ferenom in železom v Fe2+ obliki.  
Če določujemo železo v serumu, pred dodatkom L-askorbinske kisline in ferena serumskim 
vzorcem dodamo acetatni pufer, da pride do disociacije železa iz transferina. [50] 
 
  




3.2.2 Kislinska hidroliza 
Kislinsko hidrolizo FeOOH v [FeOOH]mLn kompleksih, kjer m predstavlja število železovih 
enot in n predstavlja število pripetih sladkornih enot, lahko spremljamo s kvantifikacijo 
padanja koncentracije FeOOH s pomočjo UV-spektroskopije. Stopnja hidrolize je pokazatelj 
relativne stabilnosti železovih kompleksov. Pri reakciji vzorcu dodamo klorovodikovo 
kislino  in pride do sledeče reakcije: 
[FeOOH]mLn + 3mHCl → mFe
3+ + 3nCl- + 2mH2O + nL. 
Meritve izvajamo pri valovni dolžini 287 nm. Molarni ekstinkcijski koeficient železovih 
kompleksov (ɛ ~ 3000 M-1cm-1) je višji kot je molarni ekstinkcijski koenficient Fe3+ (ɛ ~ 580 
M-1cm-1), zato lahko na padajočo izmerjeno absorbanco gledamo porporcionalno padajoči 
koncentraciji FeOOH v kompleksu. [44] 
3.2.3 Študija fagocitoze in detekcija s kalijevim ferocianidom 
Za študijo fagocitoze uporabimo mišje monocite/makrofage (glej Sliko 14) (celična linija 
J774.2; proizvajalec European Collection of Authenticated Cell Cultures; 11A002). Celice 
gojimo v stekleničkah za gojenje celic (s površino 75 in 175 cm2) v rastnem mediju pri 37 
°C in 5 % CO2. Celice presadimo dvakrat tedensko oziroma ko celice prerastejo približno 
80 % površine.  
 
Slika 14: Slika mišjih monocitov/makrofagov iz celične linije J774.2, pasaža 19. 
Povečava 40 x, merilo 20 µm. 
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Za detekcijo prevzema železovih pripravkov v makrofage uporabimo reakcijo s kalijevim 
ferocianidom za detekcijo železa v Fe3+ obliki. Pri reakciji vzorcu dodamo koncentrirano 
klorovodikovo kislino, zaradi katere pride do razpada membran makrofagov in do razpada 
železovih kompleksov.  
Pride do sledeče reakcije: 
[FeOOH]mLn + 3mHCl → mFe
3+ + 3nCl- + 2mH2O + nL. 
Nato pa sledi reakcija s kalijevim ferocianidom: 
Fe3+ + 3[Fe(CN)6]
4- → Fe4[Fe(CN)6]3  
in kot rezultat dobimo prusko modrilo, signal pa izmerimo kot absorbanco pri valovni dolžini 
650 nm. [44] [52] 
3.3 Priprava vzorcev 
3.3.1 Vzorci za določitev kinetike redukcije in termostabilnosti železovih 
kompleksov v pufru z reducentom 
Uporabimo raztopino acetatnega pufra, raztopino L-askorbinske kisline in raztopino 
barvnega reagenta ferena ter iz njih pripravimo reagent za barvno reakcijo. Pripravimo slepo 
raztopino (Mili-Q voda) in ustrezno redčimo raztopine standarda in vzorčnih raztopin z Mili-
Q vodo na končno konenctracijo 0,003 mg/mL. 
Za določitev termostabilnosti železovih kompleksov na 0,5 mL mikrotitrsko ploščo 
nanesemo po 300 µL slepe, standardne in vzorčne raztopine (s 3 ppm železa) ter dodamo 90 
µL reagenta za barvno reakcijo. Plošče inkubiramo pri različnih pogojih (1 uro pri 50 °C in 
1 uro pri 90 °C) in nato prenesemo po 260 µL raztopin na 0,3 mL mikrotitrsko ploščo za 
UV/VIS meritve z ravnim, transparentnim dnom in spektrofotometrično določimo totalno 
železo v pufru z reducentom. 
Za spremljanje kinetike redukcije železa na 0,3 mL mikrotitrsko ploščo za UV/VIS meritve 
z ravnim, transparentnom dnom nanesemo 200 µL raztopin (3 ppm železa v vzorcih) in 
dodamo 60 µL reagenta za barvno reakcijo. Kinetiko redukcije spremljamo od dodatka 
reagentov vsakih 2,5 minut v intervalu 35 minut.  
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Meritve izvajamo pri valovni dolžini 592 nm in pri temperaturi 37 °C (glej Preglednico 
VII).  
Preglednica VII: Spektrofotometrični pogoji pri poskusu v pufru z reducentom 
spektrofotometrični pogoji 
mikrotitrska plošča 96-luknjic, transparentna plošča, ravno dno 
volumen merjene tekočine v jamici 260 µL 
temperatura 37 °C (± 1 °C) 
valovna dolžina 592 nm (pasovna širina 5 nm) 
 
3.3.2 Vzorci za določitev labilnega  železa v serumu 
Uporabimo raztopino acetatnega pufra in L-askorbinske kisline ter iz njih pripravimo reagent 
za raztapljanje.  
Po pripravi osnovne raztopine standarda za poskuse v serumu prenesemo 40 µL osnovne 
raztopine standarda (ORS) v 2 mL mikrocentrifugirko in dodamo 560 µL Mili-Q vode. Ta 
raztopina predstavlja prvo točko umeritvene krivulje (UK1). V 0,5 mL mikrotitrski plošči 
pripravimo še ostale raztopine za umeritveno krivuljo. UK1 in vsako nadaljno raztopino 
standarda redčimo 1,5 krat z Mili-Q vodo (200 µL raztopine standarda + 100 µL Mili-Q 
vode), tako da dobimo UK2 – UK11. 
Nato raztopine standardov (UK1 – UK11) in slepo raztopino (Mili-Q voda) trikrat redčimo z 
reagentom za raztapljanje (40 µL raztopine standardov dodamo 80 µL reagenta za 
raztapljanje) v 0,5 mL mikrotitrski plošči. Ploščo inkubiramo 1 uro pri 90 °C in jo po 
inkubaciji ohladimo. Na 0,3 mL mikrotitrsko ploščo za UV/VIS meritve z ravnim, 
transparentnom dnom nanesemo 60 µL raztopine standardov, dodamo 20 µL humanega 
seruma, 160 µL Mili-Q vode in 20 µL raztopine barvnega reagenta ferena. Ploščo nato 
inkubiramo 15 minut pri 50 °C, nato pa po 10 minut na sobni temperaturi izvedemo 





Za določitev labilnega železa v serumu pripravimo raztopine vzorcev tako, da redčenje s 
humanim serumom ustreza koncentraciji najvišje doze v 3 L seruma (800 µL seruma 
dodamo ustreznemu volumnu vzorca, da dobimo željeno koncentracijo za poskus v serumu 
– glej Preglednico VI) (ustreza volumnu seruma za osebo z maso 70 kg) in inkubiramo 10 
minut na sobni temperaturi. Za določitev labilnega železa v serumu na 0,3 mL mikrotitrsko 
ploščo za UV/VIS meritve z ravnim, transparentnim dnom nanesemo 20 µL pripravljenih 
vzorčnih raztopin v serumu, 180 µL Mili-Q vode, 40 µL reagenta za raztapljanje in 20 µL 
raztopine barvnega reagenta ferena. Z UV/VIS spektrofotometrično določitvijo železa v 
serumu pričnemo takoj po dodatku reagentov in vsakih nadaljnih 5 minut v intervalu 30 
minut. Po 45 minutah inkubacije vzorcev v serumu na sobni temperaturi ponovimo korake 
nanosa raztopin na 0,3 mL ploščo in opravimo meritve. 
Za določitev celokupnega železa v serumu pripravimo raztopine vzorcev tako, da redčenje z 
reagentom za raztapljanje ustreza koncentraciji najvišje doze v 3 L (800 µL reagenta za 
raztapljanje dodamo ustreznemu volumnu vzorca, da dobimo želeno koncentracijo za poskus 
v serumu – glej Preglednico VI) (ustreza volumnu seruma za osebo z maso 70 kg) in 
inkubiramo 1 uro pri 90 °C, da se železovi nanodelci raztopijo. Za določitev celokupnega 
železa v serumu na 0,3 mL mikrotirtsko ploščo za UV/VIS meritve z ravnim, transparentnim 
dnom nanesemo 5 µL pripravljenih vzorčnih raztopin, 20 µL humanega seruma, 35 µL 
reagenta za raztapljanje, 180 µL Mili-Q vode in 20 µL raztopine barvnega reagenta ferena. 
Ploščo inkubiramo 15 minut pri 50 °C (da se razvije barva), nato pa ohladimo in pri 37 °C 
izvedemo spektrofotometrično določitev železa v slepih in vzorčnih raztopinah v serumu. 
Vsak pripravljen vzorec in slepo raztopino analiziramo v štirih ponovitvah. Meritve 
izvajamo pri valovni dolžini 590 nm in pri temperaturi 37 °C (glej Preglednico VIII).  
Preglednica VIII: Spektrofotometrični pogoji pri poskusu v serumu 
spektrofotometrični pogoji 
mikrotitrska plošča 96-luknjic, transparentna plošča, ravno dno 
volumen merjene tekočine v jamici 260 µL 
temperatura 37 °C (± 1 °C) 
valovna dolžina 590 nm (pasovna širina 5 nm) 
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Na vsako časovno krivuljo prilagodimo polinom druge stopnje ter določimo presečišče 
krivulje na ordinati. Količina labilnega železa se določi z linearno regresijo dobljenih 
presečišč na ordinati za krivulji po 10-ih in 45-ih minutah inkubacije. [44] 
3.3.3 Vzorci za topnost železovih pripravkov v kislini 
Najprej vse analizirane železove pripravke/formulacije redčimo z MiliQ vodo do 
koncentracije 0,5 mg/ml. Nato na 2 mL mikrotitrsko ploščo prestavimo 40 µl redčenih 
vzorcev in slepo raztopino (MiliQ voda) ter jim dodamo 1960 µL raztopine za kislinsko 
hidrolizo, tako da je končna koncentracija železa 0,01 mg/ml. Takoj po redčenju 260 µL 
vzorčne in slepe raztopine prenesemo na 0,3 mL mikrotitrsko ploščo za UV/VIS meritve z 
ravnim, transparentnim dnom. Absorbanco vseh vzorcev pomerimo takoj ter nato še vsako 
nadaljnjo uro v intervalu 36 ur. Meritve izvajamo pri valovni dolžini 287 nm in pri 22 °C 
(glej Preglednico IX).  
Preglednica IX: Spektrofotometrični pogoji pri poskusu v kislini 
spektrofotometrični pogoji 
mikrotitrska plošča 96-luknjic, transparentna plošča, ravno dno 
volumen merjene tekočine v jamici 260 µL 
temperatura 22 °C (± 1 °C) 
valovna dolžina 287 nm (pasovna širina 5 nm) 
 
Po dodatku reagentov začnejo železovi pripravki v vzorcu takoj razpadati, zato 
predpostavimo, da ima začetna absorbanca ob času t = 0 vrednost 1 (100 % vrednost). Vse 
meritve so nato normalizirane na to vrednost. Vse vrednosti nato še pretvorimo v naravni 
logaritem. [44] 
3.3.4 Vzorci za študijo fagocitoze z makrofagi 
Za študijo uporabimo celične pasaže 16, 18, 19, 20, 21 in 22. V ploščo za gojenje celic s 6 
luknjami (površina 9,02 cm2) nasadimo celice z nasaditveno gostoto 5 × 105 celic/cm2  in jim 
po 5 urah v inkubatorju v rastni medij dodamo raztopine železovih pripravkov v končni 




Na dan analize fagocitoze pripravimo 5 % raztopino kalijevega ferocianida, slepo raztopino 
(Mili-Q voda) in raztopine za umeritvene krivulje. Za vsako vrsto formulacije pripravimo 
osnovno raztopino za umeritveno krivuljo s koncentracijo 800 µg/mL (UK1). V 0,5 mL 
mikrotitrski plošči pripravimo še ostale raztopine za umeritveno krivuljo. UK1 in vsako 
nadaljno raztopino standarda redčimo 2 krat z Mili-Q vodo (100 µL raztopine za umeritveno 
krivuljo + 100 µL Mili-Q vode), tako da dobimo UK2 – UK9. Na 0,3 mL mikrotitrsko ploščo 
za UV/VIS meritve z ravnim, transparentnim dnom nanesemo 50 µL raztopin za umeritveno 
krivuljo, 50 µL koncentrirane klorovodikove kisline in 50 µL raztopine kalijevega 
ferocianida. Ploščo inkubiramo 15 minut na sobni temperaturi in izvedemo 
spektrofotometrično določitev slepe in raztopin umeritvene krivulje.  
Celice po dveh dneh inkubacije dvakrat speremo s 3 mL rastnega medija in dvakrat s 3 mL 
fosfatnega pufra s soljo (PBS). Po zadnjem spiranju dodamo 3 mL PBS in postrgamo celice 
s plošče za gojenje celic ter jih prestavimo v 15 mL centrifugirko. Odvzamemo 1 mL celične 
raztopine za štetje celic in jih preštejemo s pomočjo aparata za določanje števila in viabilnosti 
celic. Med štetjem celic preostala 2 mL celične raztopine centrifugiramo 5 minut na sobni 
temperaturi, 200 g. Glede na število živih celic, le te resuspendiramo v ustreznem volumnu 
Mili-Q vode, da dobimo koncentracijo živih celic 5 × 105 celic/mL. Na 0,3 mL mikrotitrsko 
ploščo za UV/VIS meritve z ravnim, transparentnim dnom nanesemo 50 µL vzorčnih 
celičnih raztopin, 50 µL koncentrirane klorovodikove kisline in 50 µL raztopine kalijevega 
ferocianida. Ploščo inkubiramo 15 minut na sobni temperaturi in izvedemo 
spektrofotometrično določitev železa v vzorčnih celičnih raztopinah. Meritve izvajamo pri 
valovni dolžini 650 nm s spektrofotometrom (glej Preglednico X) 
Preglednica X: Spektrofotometrični pogoji pri poskusu fagocitoze 
spektrofotometrični pogoji 
mikrotitrska plošča 96-luknjic, transparentna plošča, ravno dno 
volumen merjene tekočine v jamici 150 µL 
temperatura 22 °C (± 1 °C) 





V nadaljevanju so podani rezultati analiz (preglednice) vzorcev, ki so bili izpostavljeni 
različnim pogojem tekom uporabljenih metod.  
4.1 Rezultati določitve kinetike redukcije in termostabilnosti železovih 
kompleksov v pufru z reducentom 
Kinetiko redukcije in termostabilnost železovih pripravkov smo določili s pomočjo dodatka 
reducenta L-askorbinske kisline in pomerili reducirano obliko železa s spektrofotometrično 
metodo po vezavi s ferenom. Za določitev kinetike redukcije smo spremljali kinetiko takoj 
po dodatku reagentov vsakih 2,5 minuti v intervalu 35 minut, za določitev termostabilnosti 
pa smo železove pripravke skupaj z reagenti inkubirali pri različnih pogojih. Pri zdravilih 
nas zanima tudi njihovo obnašanje v fizioloških pogojih, zato smo s kinetiko redukcije 
železovih pripravkov želeli preveriti kinetiko sproščanja železa iz železovih pripravkov. 
Hkrati smo želeli preveriti termostabilnost železovih pripravkov, saj temperatura prestavlja 
okoljski stres, kateremu je lahko izpostavljeno zdravilo. S pomočjo določitve kinetike 
redukcije in celokupnega železa v formulaciji smo nato izračunali odstotek labilnega železa 
v pufru z reducentom. Odstotek labilnega železa je pokazatelj relativne stabilnosti železovih 
pripravkov.  
V Preglednicama XI in XII so navedeni rezultati železovih pripravkov, ki so bili 
izpostavljeni različnim inkubacijskim časom in temperaturam v pufru z reducentom. V 
Preglednici XIII so navedeni rezultati kinetike redukcije železovih pripravkov. V 










sprostitve Fe iz 
formulacije 
SD SEM 
LFeD 1 97,0 1,4 1,0 
LFeD 2 64,5 2,1 1,5 
FeCN 1 (1) 52,5 0,7 0,5 
FeCN 1 (2) 48,5 0,7 0,5 
FeCN 2 (1) 51,5 0,7 0,5 
FeCN 2 (2) 49,0 0,0 0,0 
FeCN 3 56,5 2,1 1,5 
FePSC 106,0 2,8 2,0 
FeG 100,5 2,1 1,5 
FeIM 96,0 1,4 1,0 
FeS 108,5 2,1 1,5 
 





Fe iz formulacije 
(%) 
SD SEM 
LFeD 1 109,5 3,5 2,5 
LFeD 2 86,5 6,4 4,5 
FeCN 1 (1) 93,5 0,7 0,5 
FeCN 1 (2) 82,5 5,0 3,5 






Fe iz formulacije 
(%) 
SD SEM 
FeCN 2 (2) 87,0 1,4 1,0 
FeCN 3 92,0 8,5 6,0 
FePSC 107,0 2,8 2,0 
FeG 108,0 1,4 1,0 
FeIM 108,0 1,4 1,0 
FeS 109,5 3,5 2,5 
 

































































t= 0 min 1,7 1,1 1,3 0,6 1,4 0,6 0,9 1,9 6,9 1,7 6,7 
t= 2,5 min 2,7 1,5 1,6 1,0 1,8 0,9 1,3 3,9 12,5 2,8 13,8 
t= 5 min 3,8 2,0 2,2 1,5 2,4 1,4 1,8 6,1 18,0 4,1 21,1 
t= 7,5 min 4,9 2,4 2,7 1,8 2,8 1,7 2,3 8,4 23,2 5,4 28,1 
t= 10 min 6,1 2,8 3,1 2,2 3,2 2,1 2,7 10,9 28,0 6,8 34,8 
t= 12,5 min 7,5 3,3 3,7 2,8 3,7 2,6 3,3 13,9 32,6 8,5 41,3 
t= 15 min 9,0 3,9 4,2 3,3 4,3 3,1 4,0 17,3 36,8 10,3 47,1 
t= 17,5 min 10,6 4,4 4,8 3,9 4,9 3,7 4,6 21,0 40,6 12,1 52,5 
t= 20 min 12,3 5,0 5,5 4,4 5,5 4,2 5,2 25,1 44,1 14,1 57,4 
t= 22,5 min 14,0 5,6 6, 4,9 6,0 4,7 5,8 29,4 47,2 16,0 61,6 
t= 25 min 15,7 6,2 6,7 5,4 6,6 5,2 6,5 34,0 50,0 18,0 65,7 



































































t= 30 min 19,4 7,6 8,0 6,4 7,8 6,3 7,9 43,9 55,1 22,1 72,4 
t= 32,5 min 21,1 8,2 8,6 7,0 8,4 6,8 8,5 48,9 57,2 24,1 75,3 
t= 35 min 23,0 8,9 9,3 7,5 9,1 7,3 9,3 53,9 59,2 26,1 77,8 
 




labilnega Fe iz 
formulacije (%) 
SD SEM 
LFeD 1 1,1 0,1 0,1 
LFeD 2 2,4 0,3 0,2 
FeCN 1 (1) 0,7 0,1 0,1 
FeCN 1 (2) 0,7 0,0* 0,0** 
FeCN 2 (1) 1,0 0,1 0,1 
FeCN 2 (2) 0,8 0,1 0,1 
FeCN 3 0,5 0,1 0,1 
FePSC 1,8 0,4 0,3 
FeG 6,5 0,4 0,3 
FeIM 0,9 0,1 0,1 
FeS 5,6 0,8 0,6 




4.2 Rezultati določitve labilnega železa v serumu 
Labilno železo smo določali po dodatku seruma, pri koncentraciji najvišje doze v 3 L seruma 
(ustreza volumnu seruma za osebo z maso 70 kg) s pomočjo  reducenta L-askorbinske kisline 
in acetatnega pufra, ter določili reducirano obliko železa s spektofotometrično metodo po 
vezavi s ferenom. Odstotek labilnega železa smo določali, ker nas zanima relativna stabilnost 
železovih pripravkov in s tem povezana klinična varnost zdravila. 
V Preglednici XV in na Sliki 15 so navedeni ter prikazani rezultati umeritvene krivulje 
pripravljene v serumu. V Preglednicama XVI in XVII so navedeni rezultati labilnega 
železa prisotnega v formulaciji železovih pripravkov.  






















Slika 15: Umeritvena krivulja v serumu 




labilnega Fe v 
vzorcu (ppm) 
SD SEM 
FeCN 1 (1) 0,41 0,05 0,02 
FeCN 1 (2) 0,05 0,06 0,02 
FeCN 2 (1) 0,28 0,09 0,03 
FeCN 2 (2) 0,18 0,06 0,02 
FeCN 3 0,21 0,03 0,01 
FePSC 0,18 0,03 0,01 
FeG 0,08 0,03 0,01 
FeIM 0,13 0,05 0,02 
FeS 0,18 0,08 0,02 
FeCN 1 (1) 0,17 0,05 0,02 
FeCN 1 (2) 0,16 0,07 0,02 
 





















Preglednica XVII: Odstotek labilnega železa v formulaciji v serumu 
železov pripravek 
povprečni odstotek 
labilnega Fe v 
formulaciji (%) 
SD SEM 
FeCN 1 (1) 1,76 0,22 0,07 
FeCN 1 (2) 1,49 0,76 0,24 
FeCN 2 (1) 1,66 0,55 0,16 
FeCN 2 (2) 1,08 0,37 0,11 
FeCN 3 1,66 0,26 0,08 
FePSC 1,43 0,21 0,07 
FeG 0,49 0,19 0,05 
FeIM 1,58 0,60 0,20 
FeS 7,55 3,21 0,97 
FeCN 1 (1) 0,73 0,60 0,18 
FeCN 1 (2) 4,89 1,97 0,66 
 
4.3 Rezultati kislinske hidrolize 
Pri določanju stopnje kislinske hidrolize smo železovim pripravkom dodali klorovodikovo 
kislino in spektrofotometrično določali padec absorbance, ki je porporcionalna padajoči 
koncentraciji FeOOH v kompleksu. Stopnja kislinske hidrolize je pokazatelj relativne 
stabilnosti železovih kompleksov in s tem povezana klinična varnost zdravila.  
V Preglednici XVIII so navedeni rezultati kislinske hidrolize.  
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t= 0 h 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
t= 1 h 84,62 88,78 86,24 86,07 84,47 83,81 85,69 85,07 82,14 84,05 73,36 
t= 2 h 84,08 77,27 82,53 82,47 80,89 81,39 78,94 77,70 71,85 78,22 68,70 
t= 3 h 82,38 75,76 81,87 81,75 80,08 80,80 78,54 76,61 64,13 77,34 70,08 
t= 4 h 80,69 75,31 81,15 81,03 79,29 80,09 77,95 75,90 57,53 76,23 73,49 
t= 5 h 78,75 74,96 80,40 80,36 78,55 79,38 77,25 75,31 52,46 75,00 76,86 
t= 6 h 76,92 74,47 79,82 79,79 77,97 78,70 76,61 74,69 48,11 73,89 79,11 
t= 7 h 74,86 74,03 79,16 79,12 77,27 77,89 75,96 74,03 44,55 72,57 79,59 
t= 8 h 72,83 73,53 78,47 78,51 76,60 77,19 75,31 73,37 41,60 71,25 78,62 
t= 9 h 70,65 72,89 77,95 77,87 75,75 76,36 74,58 72,58 38,98 69,77 76,20 
t= 10 h 68,22 72,10 77,11 77,10 74,85 75,33 73,58 71,70 36,90 68,08 71,85 
t= 11 h 65,82 71,25 76,16 76,25 73,67 74,28 72,55 70,68 35,03 66,34 67,62 
t= 12 h 63,45 70,23 75,32 75,35 72,64 73,15 71,57 69,62 33,38 64,60 62,87 
t= 13 h 61,02 69,26 74,23 74,36 71,51 72,04 70,38 68,54 32,26 62,78 58,06 
t= 14 h 58,38 68,07 73,03 73,21 70,07 70,55 68,97 67,25 31,26 60,73 53,53 
t= 5 h 55,82 66,81 71,91 72,09 68,62 69,18 67,64 65,96 30,48 58,86 50,59 
t= 16 h 53,19 65,48 70,40 70,73 66,98 67,61 66,03 64,62 30,03 56,84 45,74 
t= 17 h 50,72 63,77 69,19 69,51 65,27 65,84 64,54 62,82 29,40 54,77 40,86 
t= 18 h 47,90 62,05 67,35 67,72 63,24 63,84 62,41 61,08 29,06 52,47 39,61 
t= 19 h 45,37 60,24 65,39 65,62 60,93 61,61 60,37 59,40 29,03 50,24 38,06 
t= 20 h 42,89 58,12 63,60 63,98 58,88 59,51 58,15 57,18 28,60 48,15 37,86 
t= 21 h 40,66 56,00 61,78 62,19 56,53 57,28 56,00 55,07 28,62 46,22 36,84 
t= 22 h 38,46 53,71 59,58 60,00 54,07 54,88 53,54 52,90 28,62 44,29 36,04 
t= 23 h 36,41 51,48 57,42 57,83 51,49 52,43 51,06 50,73 28,79 42,41 34,65 





















































































t= 25 h 33,75 47,90 53,64 54,07 47,44 48,56 47,06 47,10 29,14 39,93 34,05 
t= 26 h 31,93 44,85 50,96 51,32 44,44 45,66 43,92 44,63 29,17 38,13 33,71 
t= 27 h 31,00 42,29 48,66 49,02 41,93 43,31 41,62 42,47 29,33 37,03 33,78 
t= 28 h 30,26 39,62 46,36 46,69 39,46 40,93 39,32 40,22 29,28 35,89 33,80 
t= 29 h 29,95 37,13 44,44 44,62 37,46 39,00 37,36 38,21 29,46 35,23 34,00 
t= 30 h 29,82 34,95 42,45 42,49 35,46 37,12 35,61 36,77 29,72 34,44 34,09 
t= 31 h 29,84 33,04 40,72 40,68 33,98 35,70 34,01 35,58 29,90 34,12 34,15 
t= 32 h 30,09 31,64 39,28 39,12 32,80 34,61 32,79 34,77 30,26 33,85 34,24 
t= 33 h 30,20 30,50 38,03 37,79 31,75 33,60 31,72 34,16 30,44 33,60 34,29 
t= 34 h 30,53 29,99 37,15 36,80 31,13 33,06 31,12 34,02 30,82 33,61 34,53 
t= 35 h 30,85 29,72 36,40 36,03 30,78 32,67 30,69 34,05 31,17 33,59 34,77 





4.4 Ocena fagocitoze z makrofagi 
Pri študiji fagocitoze smo celično kulturo mišjih monocitov/makrofagov inkubirali z 
železovimi pripravki. Za ocenitev obsega privzema pripravkov v mišje monocite/makrofage 
smo celičnim vzorcem dodali koncentrirano klorovodikovo kislino in kalijev ferocianid ter 
spektrofotometrično določili količino fagocitiranega železa.  
V Preglednicah XIX, XX, XXI, XXII, XXIII, XXIV in XXV so navedeni rezultati 
umeritvene krivulje za vsako vrsto pripravka. Za umeritvene krivulje so bili uporabljeni 
naslednji pripravki: 
- za železov dekstran z nizko molekulsko maso: LFeD 1, 
- za železovo karboksimaltozo: FeCM 1 in FeCM 2, 
- za ferumoksitol: FePSC, 
- za železov glukonat: FeG, 
- za železov (III) izomaltozid 1000: FeIM, 
- za železov saharat: FeS. 
Pri umeritvenih krivuljah smo izstopajoče absorbance izločili. Prav tako smo izvedli 
transformacijo umeritvenih premic v linearno premico, ki ima ob absorbanci 0 vrednost 
koncentracije prav tako 0.  




Preglednica XIX: Umeritvena krivulja za železov dekstran z nizko molekulsko maso- 
LFeD 1 
koncentracija železa (µg/mL) 



























Preglednica XX: Umeritvena krivulja za železovo karboksimaltozo – FeCM 1 (1) 
koncentracija železa (µg/mL) 

























Preglednica XXI: Umeritvena krivulja za železovo karboksimaltozo – FeCM 2 (1) 
koncentracija železa (µg/mL) 





























Preglednica XXII: Umeritvena krivulja za ferumoksitol - FePSC 
koncentracija železa (µg/mL) 


























Preglednica XXIII: Umeritvena krivulja za železov glukonat - FeG 
koncentracija železa (µg/mL) 
























Preglednica XXIV: Umeritvena krivulja za železov (III) izomaltozid 1000 - FeIM 
koncentracija železa (µg/mL) 


























Preglednica XXV: Umeritvena krivulja za železov saharat - FeS 
koncentracija železa (µg/mL) 






























valovni dolžini 650 
nm 
SD SEM 
LFeD 1 0,007 0,006 0,002 
LFeD 2 0,005 0,004 0,003 
FeCM 1 (1) 0,003 0,002 0,001 
FeCM 1 (2) 0,074 0,060 0,021 
FeCM 2 (1) 0,035 0,026 0,015 
FeCM 2 (2) 0,049 0,030 0,017 
FeCM 3 0,021 0,014 0,005 
FePSC 0,579 0,05 0,017 
FeG 0,199 0,022 0,007 
FeIM 0,007 0,006 0,002 
FeS 0,331 0,041 0,014 
 







LFeD 1 0,70 0,43 0,18 
LFeD 2 0,61 0,58 0,41 
FeCM 1 (1) 0,77 0,51 0,29 
FeCM 1 (2) 18,43 14,82 5,24 
FeCM 2 (1) 8,46 6,13 3,54 








FeCM 3 5,25 3,41 1,20 
FePSC 49,39 4,29 1,43 
FeG 15,84 1,79 0,60 
FeIM 1,31 1,03 0,34 






Parenteralna aplikacija pripravkov železa je potrebna pri anemičnih osebah, ki so 
netolerantne na neželene učinke peroralnih pripravkov, pri osebah, pri katerih se anemija 
razvije zaradi pogostih krvavitev, in pri osebah z malabsorpcijskim sindromom ali pri 
bolnikih s kroničnimi boleznimi (na primer kronična ledvična bolezen). Pri pacientih, ki 
redno obiskujejo zdravstvene ustanove (na primer redni obiski hemodialize), lahko zdravnik 
odredi zdravljenje s parenteralnimi pripravki železa z nizkimi in večkratnimi odmerki. Vse 
večja potreba po stroškovni učinkovitosti in zadovoljstvu pacienta je vodila v razvoj zdravil, 
ki omogočajo enkraten visok odmerek zdravila, brez hudih neželenih učinkov ter s tem 
zmanjšan obisk zdravstvenih ustanov. Tekom študije smo zato ovrednotili stabilnost in 
hitrost razgradnje železovih pripravkov s pomočjo reducenta pri različnih temperaturnih in 
časovnih pogojih ter s kislinsko hidrolizo. Preverili smo tudi nivo labilnega železa po 
inkubaciji pripravkov v serumu. Prav tako pa smo ocenili obseg privzema železovih 
kompleksov v celice retikuloendotelijskega sistema. Z različnimi metodami smo tako 
ovrednotili stabilnost komercialno dostopnih parenteralnih železovih pripravkov, poskušali 
potrditi njihovo klinično varnost in s tem skušali oceniti, ali so zdravila primerna za enkraten 
visok odmerek zdravila ali je potreben večkraten nizek odmerek.  
V magistrski nalogi smo testirali šest različnih formulacij parenteralnih železovih pripravkov 
(železov glukonat, železov saharat, železov dekstran z nizko molekulsko maso,  železovo 
karboksimaltozo, železov (III) izomaltozid 1000 in ferumoksitol). Testirali smo 5 različnih 
serij železove karboksimaltoze, ki so namenjene za različne trge. Dve seriji FeCM 1 za 
evropski trg, dve seriji FeCM 2 za ameriški trg in eno serijo FeCM 3 za slovenski trg. Zraven 
intravenskih pripravkov pa smo testirali tudi intramuskularni pripravek železovega 
dekstrana z nizko molekulsko maso (LFeD 2), ki smo ga vključili v eksperimentalno delo, 
ker je po svoji strukturi podoben ostalim formulacijam. Skupaj smo tako med sabo primerjali 
enajst železovih pripravkov (LFeD 1, LFeD 2, FeCM 1 (1), FeCM 1 (2), FeCM 2 (1), FeCM 
2 (2), FeCM 3, FePSC, FeG, FeIM, FeS).  
V naslednjih podpoglavjih bomo predstavili rezultate in opisali spremembe, ki smo jih 




5.1 Določitev termostabilnosti in kinetike redukcije železovih 
kompleksov v pufru z reducentom 
Zanimala nas je stabilnost pripravkov pri povišanih temperaturah. Stabilnost kompleksov pri 
povišani temperaturi smo preverili tako, da smo železove pripravke izpostavili različnim 
























































Slika 17: Prikaz sprostive železa iz formulacije pri inkubaciji 1 h, 90 °C v pufru z 
reducentom 
 
Pri inkubacijskem času 1 h in 50 °C (glej Sliko 16) ni prišlo do sprostitve celotnega železa 
pri vseh formulacijah. Za železov dekstran z nizko molekulsko maso, ki vsebuje železov 
(III) hidroksid (LFeD 1), ferumoksitol, železov glukonat, železov (III) izomaltozid 1000 in 
železovo saharozo so izbrani pogoji bili ustrezni, saj je prišlo do sprostitve celotnega železa 
iz kompleksa. Železov dekstran z nizko molekulsko maso, ki vsebuje železov (III) oksid 
(LFeD 2) in železova karboksimaltoza so najbolj termostostabilne formulacije, zato pri 
izbranih pogojih ni prišlo do sprostitve celotnega železa. Pri inkubacijskem času 1 h in 90 
°C (glej Sliko 17) pa je prišlo do sprostitve več kot 80 % železa pri vseh formulacijah.  
Železovi pripravki so po njihovi proizovdnji lahko izpostavljeni rezličnemu mehanskemu in 
okoljskemu stresu. Med slednje spada tudi temperatura. Rezultati kažejo, da so naketeri 
kompleksi izredno termostabilni (LFeD 2, FeCM 1, FeCM 2 in FeCM 3) v primerjavi z 
drugimi. Razvidno je, da so temperaturni pogoji shranjevanja in transporta železovih 
pripravkov izrednega pomena za njihovo klinično varnost, saj lahko ob neprimernih 
temperaturnih pogojih pride do nezaželjenega sproščanja železa, ki prispeva k toksičnosti 
zdravila. Izbrani temperaturni pogoji pri nalogi so malo višji (50 °C) kot je temperatura v 
telesu (37 °C), saj je obnašanje pripravka pri višjih temperaturah splošen indikator 
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temperaturne stabilnosti. S tem namenom smo izbrali tudi precej visoko temperaturo (90 
°C), da pridobimo še več podatkov o termostabilnosti pripravkov.   
































Slika 18: Prikaz kinetike redukcije železovih pripravkov v pufru z reducentom 
 
Rezultati prikazani na Sliki 18 kažejo, da pri profilu kinetike redukcije železovih pripravkov 
pri nizkem pH (pH je 4,85) opazimo različno kinetiko glede na vrsto formulacije. Pri 
železovem saharatu pride do najhitrejšega sproščanja železa iz kompleksa, nato mu sledi 
profil železovega glukonata. Ferumoksitol ima počasnejši profil sproščanja kot železov 
saharat in železov glukonat, vendar po 35 minutah doseže enak nivo sproščenega železa kot 
železov glukonat. Pri železovem saharatu, železovem glukonatu in ferumoksitolu opazimo, 
da so profili kinetike redukcije prvega reda. Železov (III) izomaltozid 1000 in železov 
dekstran z nizko molekulsko maso, ki vsebuje železov (III) hidroksid (LFeD 1) izkazujeta 
enak profil kinetike sproščanja železa, ki je počasnejši od profila železovega saharata, 
glukonata in ferumoksitola. Najpočasnejši profil sproščanja železa imata železova 
karboksimaltoza in železov dekstran z nizko molekulsko maso, ki vsebuje železov (III) oksid 
(LFeD 2). Že pri določanju termostabilnosti železovih kompleksov v formulaciji pri 
različnih inkubacijskih pogojih opazimo, da sta železova karboksimaltoza in železov 
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dekstran z nizko molekulsko maso, ki vsebuje železov (III) oksid (LFeD 2) najbolj 
termostabilna, kar potrjuje tudi profil kinetike sproščanja železa v pufru z reducentom. Pri 
železovem (III) izomaltozidu, železovi karboksimaltozi in železovem dekstranu z nizko 
molekulsko maso opazimo, da so profili kinetike redukcije ničtega reda (se obnašajo 
linearno). 
Profile kinetike redukcije smo primerjali s profili kinetike redukcije, ki jih je objavili  Fütter 
S. [1]. Fütter je tekom doktorata prav tako opazil, da so nekateri profili kinetike redukcije 
prvega reda in drugi ničtega reda. Potrdimo lahko enake profile kinetike sproščanja železa 
iz železovih pripravkov. 
V pufru z reducentom smo določali tudi odstotek labilnega železa (glej Sliko 19),  to je 
prosto železo v formulaciji in nespecifično vezano železo na površini nanodelca. To železo 
takoj reagira z barvnim reagentom ferenom pri določitvi kinetike redukcije železovih 
pripravkov. Labilno železo nato preračunamo s pomočjo določitve celokupnega železa 




































Slika 19: Prikaz odstotka prostega in nespecifično vezanega železa v pufru z 




Največ labilnega železa imata železov glukonat in železov saharat, ki imata nizko relativno 
stabilnost. To smo dokazali tudi s pomočjo profila kinetike redukcije železa, kjer je razvidno 
najhitrejše sproščanje železa iz kompleksa. Nižji delež labilnega železa imata ferumoksitol 
in železov dekstran z nizko molekulsko maso. Najmanjši odstotek labilnega železa imajo 
železov (III) izomaltozid 1000 in železova karboksimaltoza. Najmanjši odstotek labilnega 
železa nakazuje na večjo relativno stabilnost formulacije, kar sovpada s profili kinetike 
sproščanja in termostabilnostjo kompleksov.  
Podobne rezultate so objavili tudi Jahn M. R. in sodelavci [44], ki so prav tako ocenili, da 
imata največ labilnega železa železov glukonat in železov saharat. V objavi prav tako sledi 
z nižjim odstotkom železov dekstran z nizko molekulsko maso, ferumoksitol, železov (III) 
izomaltozid 1000 in z najnižjim odstotkom železova karboksimaltoza.  
Na osnovi opisanega lahko zaključimo, da imajo nizko relativno stabilnost železov glukonat 
in železov saharat (relativno nizka termostabilnost, najhitrejši profili sproščanja železa iz 
kompleksov, največ prostega in šibko vezanega železa). Sledi železov dekstran z nizko 
molekulsko maso z večjo relativno stabilnostjo (počasnejši profili sproščanja železa iz 
kompleksov, signifikatno manjši odstotek prostega in šibko vezanega železa). Opazili smo 
manjšo razliko v termostabilnosti med železovim dekstranom z nizko molekulsko maso, ki 
vsebuje železov (III) hidroksid (LFeD 1) in železovim dekstranom z nizko molekulsko maso, 
ki vsebuje železov (III) oksid (LFeD 2). Slednji ima večjo termostabilnost. Največjo 
relativno stabilnost imajo železova karboksimaltoza, železov (III) izomaltozid 1000 in 
ferumoksitol (počasnejši profili sproščanja železa iz kompleksov, signifikatno majhen 
odstotek prostega in šibko vezanega železa). Izrazito termostabilnost pa smo opazili pri 







5.2 Določitev labilnega železa v serumu 
Količino labilnega železa v serumu smo določali zato, ker je to pomemben pokazatelj 
stabilnosti železovega pripravka in s tem povezano toksičnostjo, ter imunogenostjo 
posameznega pripravka. Odstotek labilnega železa smo določili po inkubaciji v serumu pri 
koncentraciji najvišje doze v 3 L seruma (ustreza volumnu seruma za osebo z maso 70 kg). 
Serumskim vzorcem smo pred dodatkom reducenta L-askorbinske kisline in barvnega 
reagenta ferena, dodali acetatni pufer (pH 4.85), da pride do disociacije železa iz transferina. 



































































Slika 21: Prikaz odstotka labilnega železa po inkubaciji formulacij v serumu 
 
Na Sliki 20 vidimo koncentracije labilnega železa v formulacijah. Najvišjo koncentracijo 
ima železov dekstran z nizko molekulsko maso, ki vsebuje železov (III) hidroksid (LFeD 1), 
nato mu sledijo železova karboksimaltoza, železov glukonat, železov (III) izomaltozid 1000, 
železov saharat, ferumoksitol in železov dekstran z nizko molekulsko maso, ki vsebuje 
železov (III) oksid (LFeD 2). Kljub temu pa po preračunu količine labilnega železa glede na 
najvišjo dovoljeno količino železa v enem odmerku dobimo za posamezno formulacijo 
drugačne rezultate (glej Sliko 21). Ob administraciji zdravila ima najvišji delež labilnega 
železa železov glukonat, sledi pa mu železov saharat. Nižji delež labilnega železa imajo 
dekstran z nizko molekulsko maso, ferumoksitol in železova karboksimaltoza. Najnižji delež 
labilnega železa pa ima železov (III) izomaltozid 1000. 
Rezultati sovpadajo z objavo Jahn M. R. in sedelavcev [44], ki so prav tako ocenili, da imata 
največ labilnega železa železov glukonat in železov saharat. V objavi prav tako sledi z nižjim 
odstotkom železov dekstran z nizko molekulsko maso, ferumoksitol, železov (III) 
izomaltozid 1000 in železova karboksimaltoza.  
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Rezultati nakazujejo na nizko in srednjo relativno stabilnost železovega saharata, železovega 
glukonata in železovega dekstrana z nizko molekulsko maso, ter na visoko relativno 
stabilnost ferumoksitola, železove karboksimaltoze in železovega (III) izomaltozida 1000. 
Izsledki sovpadajo z rezultati pridobljenimi pri poskusu v pufru z dodatkom reducenta. 
Labilno železo v serumu je višje glede na vrednosti za šibko vezano in prosto železo 
določeno v pufru z reducentom, saj v serumu delujejo še encimi amilaze, ki s površine 
nanodelca cepijo sladkorne enote, ki lahko zadržujejo železo na površini kompleksa.  
Dodatno smo opazili manjše razlike med posameznimi serijami pripravkov iz železove 
karboksimaltoze. Ta odstopanja so majhna, količina labilnega železa je zelo nizka v 
primerjavi z železovim glukonatom in saharatom. Manjša nihanja v količini labilnega železa 
pa niso kritična, saj se tekom razvoja zdravila vedno postavi meje, s katerimi se zagotavlja, 
da je izdelek znotraj roka uporabnosti varen in stabilen. Do manjših razlik znotraj enakih 
železovih pripravkov lahko pride zaradi različne starost zdravil, saj se labilno železo zvišuje 
tekom roka uporabnosti. Na nihanje lahko vpliva količina zraka v ampuli oziroma viali, saj 
lahko pride do raztapljanja molekul kisika, ki povzročajo oksidacijo formulacije in s tem 
vplivajo na njihovo stabilnost. Opazimo lahko, da imajo najmanj labilnega železa ravno 
produkti, ki se nahajajo v vialah z relativno manjšim deležem prostega zraka nad formulacijo 
(npr. FeCM 3 v 2 mL viali). Na različni nivo labilnega železa lahko vpliva tudi rahlo 
drugačen proces proizvodnje aktivne farmacevtske učinkovine na različnih proizvodnih 
mestih, čeprav je proizvajalec zdravila isti (razlikujejo se lahko tudi procesi za različne trge). 
Lahko pa pride do varibilnosti med samimi serijami aktivne farmacevtske učinkovine in so 
včasih delci malo večji in s tem bolj stabilni ali obratno manjši ter manj stabilni. Vsi našteti 







5.3 Topnost železovih pripravkov v kislini 
Stopnja kislinske hidrolize je pokazatelj relativne stabilnosti železovih kompleksov. 
Kislinsko hidrolizo FeOOH v [FeOOH]mLn kompleksih, kjer m predstavlja število železovih 
enot in n predstavlja število pripetih sladkornih enot, smo spremljali s kvantifikacijo padanja 
koncentracije FeOOH. 





























Slika 22: Prikaz kinetike kislinske hidrolize železovih pripravkov 
Iz Slike 22 je razvidno, da je stopnja hidrolize največja pri železovem glukonatu, nato sledi 
železov saharat, železov dekstran z nizko molekulsko maso, železov (III) izomaltozid 1000, 
železova karboksimaltoza in ferumoksitol. Pri železovem saharatu opazimo dve različni 
kinetiki kislinske hidrolize. Prvo pride do hitrega padca v izmerjeni frakciji FeOOH, nato 
sledi manjši dvig izmerjene absorbance, nato pa spet sledi padanje izmerjene frakcije 
FeOOH. Kljub temu kislinska hidroliza železovega saharata sovpada z indikacijo, da se 




Do podobnih ugotovitev so prišlu tudi Jahn M. R. in sodelavci [44], kjer opazimo zelo 
podobne krivulje stopnje hidrolize. V članku so opazili povezavo med molekulsko maso in 
relativno stabilnostjo železovih pripravkov. Formulacije železovih delcev si po molekulski 
masi sledijo: železov glukonat < železov saharat << železov dekstran z nizko molekulsko 
maso < železova karboksimaltoza ≈ železov (III) izomaltozid 1000 << ferumoksitol. [44] 
Prišli smo do enakih zaključkov kot kolegi in sicer, da najmanjšo relativno stabilnost 
opazimo pri železovem glukonatu, sledi železov saharat z višjo relativno stabilnostjo, 
železov dekstran z nizko molekulsko maso, železov (III) izomaltozid 1000 in železova 
karboksimaltoza. Najvišjo relativno stabilnost ima železov kompleks z največjo molekulsko 
maso, to je ferumoksitol.  
 
5.4 Študija fagocitoze 
Študijo fagocitoze makrofagov smo izvedli, ker se največji del zalog železa nahaja v 
makrofagih retikuloendotelijskega sistema jeter, vranice in kostnega mozga. Železovi 
pripravki se v fizioloških pogojih sicer glede na njihove lastnosti po paranteralni aplikaciji 
obnašajo različno, vendar se vsi presnavljajo v makrofagih. Tam lahko železo služi kot 
zaloga v obliki feritina ali pa se prenese v plazmo.  
Za ocenitev obsega privzema pripravkov v mišje monocite/makrofage smo celične kulture 
mišjih monocitov/makrofagov inkubirali 2 dni z železovimi pripravki. Celičnim vzorcem 
smo nato dodali koncentrirano klorovodikovo kislino in kalijev ferocianid ter 
spektrofotometrično določili količino fagocitiranega železa. Na Sliki 24 so prikazani mišji 










































Slika 23: Prikaz količine fagocitiranega železa 
 
Iz Slike 23 je razvidno, da makrofagi fagocitirajo v največji meri ferumoksitol, v manjši 
meri tudi železov saharat in železov glukonat. Tekom študije smo poskus s prvimi tremi 
vzorci (LFeD 1, LFeD 2 in FeCM 1 (1)) opravili v triplikatih, vendar smo opravili samo eno 
meritev na vzorec. Opazili smo velika odstopanja med meritvami, zato smo poskuse na 
ostalih vzorcih opravili v triplikatu, nato pa smo posamezno meritev na vsakem vzorcu 
(vsakem triplikatu) opravili v treh ponovitvah. Pri železovi karboksimaltozi lahko opazimo 
različne količine fagocitiranega železa in večjo stopnjo SD, vendar je potrebno upoštevati 
tudi, da smo pri poskusu uporabili živ in vitro model, h kateremu spada večja stopnja 
variabilnosti med posameznimi vzorci. Ker poskuse na mišjih monocitih/makrofagih nismo 
izvajali hkrati, bi lahko prišlo tudi do razlike v sami diferenciaciji gojenih celic, prav tako 
pa smo uporabili šest različnih pasaž tekom celotne študije. Različno razmerje med monociti 
in makrofagi bi se lahko odražalo tudi v različni stopnji fagocitoze. V primeru, da se 
monociti ne bi dovolj dobro diferenciirali v makrofage, bi lahko uporabili spojino PMA (ang. 
phorbol-12-mystrate 13-acetate), ki vzpodbudi diferenciacijo v makrofage, vendar tekom 




Slika 24: Mišji monociti/makrofagi iz celične linije J774.2 po inkubaciji s 
ferumoksitolom. (Invertni mikroskop, povečava 40 ×) 
 
Na variabilnost bi lahko vplivala tudi polidisperznost, s katero opišemo heterogenost delcev 
v raztopini (tj. parameter, ki pove, če so vsi delci enako ali različno veliki pri enaki povprečni 
velikosti delcev v raztopini). Če bi imel posamezen vzorec veliko zelo majhnih in veliko 
zelo velikih delcev, bi to lahko doprineslo k različnemu obsegu fagocitoze makrofagov med 
enakimi formulacijami. Vendar pa bi to pri našem primeru znotraj različnih pripravkov 
železove karboksimaltoze težko trdili, saj ima vsak izdelek regulirano polidisperznost. 
Železov dekstran z nizko molekulsko maso in železov (III) izomaltozid 1000 makrofagi 
fagocitirajo izredno malo tekom našega poskusa (48 ur). 
Na Sliki 25 in 26 vidimo slike makrofagov pridobljene s pomočjo presevne elektronske 





Slika 25: Presevna elektronska mikroskopija makrofagov. Endocitotska pot 
nanodelcev (ferumoksitol) se začne s klatrinsko jamico (debela puščica), ki se nadaljuje 
v klatrinski vezikel (tanjša puščica). Merilo 200 nm. (Objavljeno z dovoljenjem. Avtor 
slike: prof. Mateja Erdani Kreft, Inštitut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, 
Univerza v Ljubljani.) 
 
 
Slika 26: Presevna elektronska mikroskopija. Primer makrofaga s številnimi fagosomi 
(f), popolnoma zapolnjenimi z nanodelci (ferumoksitol) (bela črka f) in posameznimi z 
manjšim številom nanodelcev (črna črka f). Plazmalema je oblikovana v psevdopodije 
(puščici). Merilo 1 µm. (Objavljeno z dovoljenjem. Avtor slike: prof. Mateja Erdani 
Kreft, Inštitut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani.) 
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Na osnovi opisanih rezultatov fagocitoze železovih pripravkov lahko zaključimo, da 
makrofagi lažje prepoznajo večje delce in jih dobro fagocitirajo (dobro fagocitirajo med 0,1 
in 10 µm, najraje pa fagocitirajo bakterije, ki so velike med 0,2 in 2,0 µm). [54] V skladu s 
tem so tudi naši rezultati, saj ima ferumoksitol največjo molekulsko maso in ga zato mišji 





Tekom študije smo prišli do številnih sklepov, s pomočjo katerih lahko ovrednotimo  varnost 
uporabe parenteralnih železovih pripravkov. Testirali smo enajst parenteralnih železovih 
pripravkov, ki jih razdelimo v šest različnih tipov formulacij. Trije od teh spadajo v drugo 
generacijo parenteralnih železovih pripravkov, to so železov glukonat, dekstran z nizko 
molekulsko maso (en intravenski in en intramuskularni pripravek) in železov saharat. 
Železova karboksimaltoza, ferumoksitol in železov (III) izomaltozid 1000 pa spadajo v tretjo 
generacijo parenteralnih železovih pripravkov. Fizikalno-kemijske razlike med železovimi 
pripravki med drugim vključujejo kristaliničnost, velikost in molekulsko maso formulacije 
ter, najpomembneje, izbor ogljikovega hidrata kot liganda. Izbira ogljikovega hidrata vpliva 
na stabilnost formulacije, količino labilnega železa in s tem povezano toksičnostjo, ter 
imunogenost posameznega parenteralnega pripravka. S kombinacijo izbranih metod smo 
poskušali ponazoriti obnašanje železovih pripravkov po administraciji. Po injiciranju 
zdravila pride do fagocitoze s strani makrofagov in metabolizma pripravkov, saj znotraj 
endolizosoma/fagolizosoma zaradi kislih pogojev in sproščenih encimov pride do razgradnje 
kompleksov in sprostitve železa. Železo se nato prenese iz endolizosoma in prispeva k 
znotrajceličnem železu, ki se lahko shrani v obliki feritina ali pa prenese v plazmo preko 
feroportina. 
Stabilnost formulacije je v veliki meri odvisna od izbire ogljikovega hidrata kot liganda. 
Železovi pripravki druge generacije so po velikosti in molekulski masi med manjšimi na trgu 
in povezani z nižjo stabilnostjo kompleksov. Rezultati, ki smo jih pridobili za železov 
glukonat in železov saharat so skladni z objavljenimi rezultati [44] ter nakazujejo na 
relativno nizko termostabilnost pripravkov in s tem najhitrejše profile sproščanja v pufru z 
reducentom. Pri obeh pripravkih je prisotnega največ prostega in šibko vezanega železa 
(detektirali smo ga tako v pufru z reducentom kot v serumu), ki bi lahko povzročal 
oksidativni stres. Nizko relativno stabilnost formulacije smo tudi potrdili s poskusom 
topnosti pripravkov v kislini, saj je pri železovem glukonatu in saharatu stopnja hidrolize 
največja. Pri študiji fagocitoze smo opazili, da mišji monociti/makrofagi železov glukonat 
in železov saharat fagocitirajo v manjši meri. Glede na velikost in molekulsko maso 
železovemu glukonatu in železovemu saharatu sledi večji železov dekstran z nizko 
molekulsko maso. Z velikostjo in molekulsko maso je povezana tudi večja relativna 
stabilnost dekstrana z nizko molekulsko maso, kar smo potrdili z nižjo stopnjo hidrolize v 
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kislini, ter s signifikantno manjšim odstotkom labilnega železa v pufru z reducentom ter 
serumu. Tudi profila sproščanja v pufru z reducentom sta počasnejša v primerjavi z 
železovim glukonatom in saharatom, kar nakazuje na večjo stabilnost formulacij. Pri študiji 
fagocitoze smo opazili, da mišji monociti/makrofagi železov dekstran z nizko molekulsko 
maso fagocitirajo v izredno nizkem obsegu. Po velikosti in molekulski masi železovemu 
dekstranu z nizko molekulsko maso sledijo železova karboksimaltoza, železov (III) 
izomaltozid 1000 in, kot največji, ferumoksitol. Rezultati topnosti formulacij v kislini 
sovpadajo z objavljenimi rezultati [44] in nakazujejo, da se stopnja hidrolize manjša z 
večanjem velikosti nanodelca. Temu primerno je najmanjša stopnja hidrolize in največja 
relativna stabilnost opažena pri ferumoksitolu, sledijo pa mu z nekoliko nižjo relativno 
stabilnostjo (a še vedno visoko), železova karboksimaltoza in železov (III) izomaltozid 1000. 
Pri vseh treh formulacijah lahko posledično opazimo nizek delež labilnega železa v serumu. 
Mišji monociti/makrofagi železov (III) izomaltozid 1000 prav tako fagocitirajo v izredno 
nizkem obsegu, železovo karboksimaltozo pa fagocitirajo več, vendar v primerjavi z drugimi 
pripravki zelo malo. Izmed nabora testiranih formulacij ima ferumoksitol največjo 
molekulsko maso in ga zato mišji monociti/makrofagi fagocitirajo v največjem deležu. 
Rezultati fagocitoze sovpadajo s tem, da makrofagi raje fagocitirajo večje delce (optimum 
je velikost bakterij).  Če povzamemo bi lahko razvrstili železove pripravke glede na njihovo 
relativno stabilnost formulacije sledeče: železov glukonat < železov saharat << železov 
dekstran z nizko molekulsko maso ≈ železova karboksimaltoza ≈ železov (III) izomaltozid 
1000 ≈ ferumoksitol.  
Rezultati, ki smo jih pridobili tekom študije, sovpadajo z objavljenimi rezultati [44] glede 
stabilnosti formulacij in sprostitve labilnega železa. Železove pripravke z relativno visoko 
stabilnostjo formulacije (ferumoksitol, železova karboksimaltoza in železov (III) 
izomaltozid 1000) in relativno nizko sprostitvijo labilnega železa lahko doziramo v relativno 
kratkem časovnem obdobju in v velikem enkratnem odmerku. Tudi mišji 
monociti/makrofagi v največji meri fagocitirajo ferumoksitol, kar nakazuje na to, da pride 
do hitrega privzema in metabolizma formulacije v celici, kjer se železo iz formulacije 
sprošča nekoliko počasneje in tako služi kot dlje trajajoča zaloga. Železove pripravke s 
srednjo in nizko stabilnostjo formulacije (železov dekstran z nizko molekulsko maso, 
železov saharat in železov glukonat) in relativno visoko sprostitvijo labilnega železa 
doziramo v daljšem časovnem obdobju (med 30 in 60 minut) in v nižjih enkratnih odmerkih.  
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Glede na rezultate lahko zaključimo, da pridobljeni in vitro  podatki o železovih pripravkih 
druge in tretje generacije potrjujejo rezulate kilničnih študij, ki so dokazale, da so izdelki 
klinično varni. Zdravniki morajo terapijo s pripravki predpisati v primernih časovnih okvirih 
in odmerkih (LFeD 1: najvišji enkratni odmerek je 1400 mg, najkrajši čas administracije je 
60 min; LFeD2: najvišji enkratni odmerek je 200 mg, enkraten intramuskularni odmerek; 
FeCM 1: najvišji enkratni odmerek je 1000 mg, najkrajši čas administracije je 15 min; FeCM 
2: najvišji enkratni odmerek je 750 mg, najkrajši čas administracije je 15 min;  FeCM 3: 
najvišji enkratni odmerek je 1000 mg, najkrajši čas administracije je 15 min; FePSC: najvišji 
enkratni odmerek je 510 mg, najkrajši čas administracije je 15 min; FeG: najvišji enkratni 
odmerek je 125 mg, najkrajši čas administracije je 30–60  min; FeIM: najvišji enkratni 
odmerek je 1400 mg, najkrajši čas administracije je 15 min; FeS: najvišji enkratni odmerek 
je 200 mg, najkrajši čas administracije je 30 min). Pripravki druge generacije so bolj 
primerni za bolnike, ki večkrat obiščejo zdravnika (na primer bolniki na hemodializi), kjer 
lahko pride do večkratnega doziranja manjših odmerkov zdravila in večje kontrole 
morebitnih toksičnih učinkov sproščenega labilnega železa ter same kontrole potrebe po 
železu. Ker pa zdravstveni sistem strmi tako k stroškovni učinkovitosti kot zadovoljstvu in 
varnosti pacientov, v ospredje prihajajo tudi parenteralni železovi pripravki tretje generacije, 
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